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Rôle du facteur de transcription STAT5b dans la fonction tolérogène des cellules
dendritiques chez la souris NOD
Par
Aida Selma Maalem 
Programme de Maîtrise en Immunologie
Les cellules dendritiques (DC) jouent un rôle central dans l’orchestration de la 
réponse immunitaire cellulaire spécifique, et des anomalies dans leur développement et/ou 
leur fonction peuvent être à l’origine de maladies auto-immunes. Le diabète de type 1 est 
une maladie auto-immune qui résulte de la destruction spécifique des cellules (3 du pancréas 
par les lymphocytes T auto-réactifs. Chez la souris NOD, modèle animal d’étude du diabète 
de type 1, la fonction des DC est altérée, et résulte en partie d’un défaut de la voie de 
signalisation JAK-STAT5. En effet, le facteur de transcription STAT5 est essentiel à la 
signalisation du Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor (GM-CSF) et de la 
Thymie Stromal Lymphopoietin (TSLP), qui confèrent une fonction tolérogène aux DC in 
vitro et in vivo. De plus, les souris déficientes en STAT5b se caractérisent par une auto­
immunité sévère, soulignant le rôle fondamental de STAT5b dans la tolérance immunitaire. 
Chez l’homme, des cas de mutations récessives du gène stat5b ont été rapportés, entraînant 
des maladies auto-immunes systémiques.
Nous avons généré des souris NOD transgéniques exprimant de façon constitutive la 
forme active de STAT5b de souris C57BL/6 spécifiquement au sein des DC. Nos résultats 
ont montré que toutes les souris transgéniques sont protégées contre le diabète. Les 
analyses par cytométrie de flux ont montré une maturation plus importante des DC de 
souris transgéniques, ainsi qu'une augmentation de la proportion de lymphocytes T 
régulateurs, associée à une baisse de la population de lymphocytes T CD8+ dans la rate et 
les ganglions pancréatiques (PLN) et mésentériques (MLN). Les tests de prolifération in 
vitro ont montré une prolifération plus important de lymphocytes T CD4+ et CD8+ des 
souris transgéniques, et présentent un profil immunorégulateur de type TH2 et TC2 
respectivement. En outre, les DC de souris transgéniques induisent une déviation immune 
vers un profil TH2 des lymphocytes T BDC2.5-CD4+ diabétogènes, ainsi que la conversion 
peptide-spécifique de lymphocytes T BDC2.5-CD4+Foxp3- diabétogènes en lymphocytes 
T régulateurs Foxp3+ in vitro. In vivo, les splénocytes de souris transgéniques ne 
transfèrent pas le diabète chez les souris NOD.SCID. De plus, le transfert de DC de souris 
transgéniques à des souris NOD prédiabétiques ont montré une résistance au diabète chez 
les souris receveuses. En conclusion, les DC exprimant de façon constitutive la forme 
activée de STAT5b acquièrent des propriétés tolérogènes, et protègent les souris NOD 
contre le diabète. Cette résistance au diabète est médiée en périphérie par l'augmentation du 
pool de lymphocytes T régulateurs et par l'induction d'une réponse immunorégulatrice de 
type TH2.
Mots-clés: Cellules dendritiques, diabète de type 1, STAT5b, auto-immunité, tolérance 
immunitaire, lymphocytes T régulateurs.
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11- Introduction
1.1. Le diabète de type 1
1.1.1. Définition et manifestations cliniques
Le diabète de type 1 est une maladie auto-immune causée par une destruction 
spécifique des cellules (3 des îlots de Langerhans du pancréas, par des lymphocytes T 
autoréactifs. L’insuline synthétisée et sécrétée par le peu de cellules (3 du pancréas restant 
est insuffisante pour réguler le taux de glucose sanguin, entraînant une hyperglycémie.
En l’absence de traitement, l’hyperglycémie chronique entraîne des lésions micro- et 
macroangiopathiques, aboutissant à des complications systémiques majeures par l’atteinte 
d’organes tels que le cœur, les reins et le système nerveux. Le traitement de choix actuel 
consiste en l’administration d’insuline recombinante, dont le rôle est de contrôler 
l’hyperglycémie, mais aussi la prévention des complications à long terme associées du 
diabète de type 1 (Salsali and Nathan 2006). Cependant, le traitement à l’insuline présente 
un danger non négligeable d’hypoglycémie pouvant entraîner la mort, d’où l’intérêt de la 
recherche fondamentale à développer des thérapies alternatives basées sur des mécanismes 
immunitaires tolérogènes.
1.1.2. Mécanisme physiopathologique du diabète de type 1
Les événements cellulaires qui se produisent au sein des îlots de Langerhans et qui 
précèdent la destruction des cellules (3 du pancréas suivent une chronologie précise. Les 
cellules présentatrices d’antigènes (CPA) sont les cellules initiatrices du processus 
pathologique auto-immun. Les cellules dendritiques (DC) sont les CPA principales qui 
résident au niveau de tous les tissus de l’organisme, incluant la partie endocrine du 
pancréas. Leur rôle est la capture puis la présentation des antigènes exogènes ou, dans un 
contexte auto-immun, des autoantigènes, et leur présentation aux lymphocytes T 
autoréactifs diabétogènes (Calderon and Unanue 2012).
2La pathogénèse du diabète de type de type 1 commence en premier lieu par l’infiltration 
des îlots de pancréas par les DC et les macrophages, suivis par les lymphocytes T et B 
autoréactifs dans les régions péri-insulaires entre la 3ème ou 4ème semaine de vie chez la 
souris NOD. Les autoantigènes présentés sont dérivés principalement des cellules [3 déjà 
détruites, soit au cours de leur renouvellement physiologique soit par des lymphocytes T 
CD8+ cytotoxiques autoréactifs. En effet, les cellules (3 du pancréas comme toutes les 
cellules de l’organisme, expriment à leur surface des molécules de CMH de classe I qui 
représentent alors une cible pour les lymphocytes T CD8+ autoréactifs circulants ayant 
échappé à la délétion clonale thymique (Prange, Zucker et al. 2001). Les lymphocytes T 
CD4+ et T CD8+ autoréactifs sont ensuite activés et stimulés au niveau des ganglions 
lymphatiques pancréatiques (PLN) par les DC. Cette phase est suivie par la migration des 
lymphocytes T activés aux îlots de Langerhans, pour contribuer à la destruction lente, 
progressive et sélective des cellules (3 productrices d’insuline, entre le 4ème et 6ème mois de 
vie de la souris (Bluestone, Herold et al. 2010). Ces mécanismes physiopathologiques 
s’attaquant également aux précurseurs de cellules (3, empêchant toute régénération de 
celles-ci (Komete, Beauchemin et al. 2012).
1.1.3. Modèle d’étude : la souris Non-Obèse Diabétique (NOD)
La souris NOD est le modèle animal le plus communément utilisé dans l’étude du 
diabète de type 1 (Delovitch and Singh 1997), en raison de ses nombreux avantages et 
similitudes par rapport à l’être humain. Ces similitudes incluent le contrôle polygénique de 
la pathologie, représenté par des allèles de complexe majeur d’histocompatibilité de classe 
II (CMH II), ainsi que de multiples loci de susceptibilité de type non-CMH. Ces loci de 
susceptibilité, ou loci Idd (insulin-dependant diabetes) constituent des facteurs de risques 
génétiques majeurs qui sont modulés par des facteurs environnementaux.
Chez la souris NOD et chez l’homme, les autoantigènes dérivés des cellules (3 présentés par 
les CPA via les molécules de CMH I et II sont reconnus spécifiquement par le TCR des 
lymphocytes T autoréactifs. Parmi ces autoantigènes, GAD65 (glutamic acid decarboxylase 
65), l’insuline, la proinsuline, et la beat shockprotein 60 (hsp60) sont les principaux.
3Chez la souris NOD, les populations de cellules immunitaires effectrices diabétogènes sont 
semblables à celles chez l’être humain. Les lymphocytes T CD4+ et T CD8+ effecteurs 
sont les principales cellules impliquées dans la destruction des cellules p par les voies 
granzymes/perforines et Fas/FasL. Un rôle effecteur non négligeable est aussi attribué aux 
cellules NK et NKT au sein des îlots de Langerhans (Anderson and Bluestone 2005). Plus 
récemment, le rôle fondamental des neutrophiles et des DC plasmacytoïdes (pDC) 
productrices d’IFNa dans l’initiation de la pathogénie du diabète de type 1 chez la souris 
NOD a été mis en évidence, soulignant la contribution importante des cellules de 
l’immunité innée dans la physiopathologie du diabète de type 1 (Diana, Simoni et al. 2012).
1.2. Les cellules dendritiques : pivots de la tolérance immunitaire
1.2.1. Ontogénèse et sous-populations des cellules dendritiques
Les DC sont des cellules mononuclées spécialisées dans la capture et la présentation 
des antigènes aux lymphocytes T. Découvertes par Ralph Steinman en 1974 (découverte 
qui lui a valu le Prix Nobel de Médecine en 2011 à titre posthume), les DC ont un rôle 
fondamental dans l’initiation et le contrôle de la réponse immunitaire spécifique en réponse 
aux pathogènes, aux vaccins et aux lésions tumorales (Steinman, Lustig et al. 1974).
Comme tous les leucocytes, les DC prennent naissance à partir des cellules souches 
hématopoïétiques CD34+ (CSH) de la moelle osseuse. Celles-ci se différencient en 
progéniteurs myéloïdes communs (CMP) et en progéniteurs lymphoïdes communs (CLP). 
Les CMP donnent naissance aux lignées de macrophages, de monocytes, de polynucléaires 
et de progéniteurs communs de DC (CDP), tandis que les CLP sont à l’origine des futurs 
thymocytes et des précurseurs de lymphocytes B. Les CPD se divisent par la suite en deux 
lignées distinctes : les DC plasmacytoïdes (pDC), qui proviendraient aussi des CLP, et les 
précurseurs de DC conventionnelles (Pre-cDC). Les Pre-cDC se divisent ensuite en 
plusieurs sous populations de DC dites conventionnelles, qui rejoignent les différents tissus 
et organes lymphoïdes de l’organisme (Geissmann, Manz et al. 2010).
4Les DC sont regroupées en plusieurs sous populations qui se distinguent par leur 
localisation, par leurs marqueurs de surface et par leurs caractéristiques fonctionnelles 
(Shortman and Liu 2002). La quasi-totalité des DC expriment à leur surface le marqueur 
CDllc  (Vremec, Pooley et al. 2000). Les principales sous populations de DC 
conventionnelles retrouvées dans la rate et les ganglions lymphatiques chez la souris 
regroupent les DC CD4+CD8-, CD4-CD8+ et CD4-CD8- (appelées aussi DN, double- 
négatives). Ce sont des DC dites résidentes des organes lymphoïdes, et proviennent 
directement de la circulation sanguine sans nécessairement transiter vers les tissus. Les DC 
CD8+CD4- sont spécialisées dans la présentation croisée d’antigènes via le CMH I aux 
lymphocytes T CD8+. Les antigènes présentés par les DC CD8+CD4- sont des peptides qui 
peuvent provenir de cellules mortes, de pathogènes ou de cellules tumorales. Ce sont 
généralement des antigènes issus de dégradations cellulaires ou tissulaires physiologiques 
ou pathologiques, survenant suite à une infection virale, bactérienne ou parasitaire par 
exemple. Les DC conventionnelles se distinguent également par l’expression membranaire 
de la molécule DEC205 (CD205), impliquée dans l’internalisation et la présentation 
antigénique via le CMH I. Les DC DEC205+ contribuent à l’activation abortive des 
lymphocytes T CD8+ conduisant à leur délétion, et induisent ainsi un phénomène de 
tolérance immune (Bonifaz, Bonnyay et al. 2002).
Selon leur origine lymphoïde ou myéloïde, les DC se distinguent par l’expression des 
marqueurs de surface CDllb  ou B220. Les DC CD1 lb-B220+PDCA-l+ représentent les 
pDC, tandis que les DC CDllb+B220- définissent les populations myéloïdes. Les pDC 
représentent une population de DC spécialisées dans l’immunité antivirale et produisent des 
quantités importantes d’interférons de type 1, principalement l’IFNa, en réponse à une 
stimulation virale via les récepteurs de type TLR7 et TLR9. Certains auteurs attribuent 
également à cette population la capacité d’induire une réponse immune de type TH2, 
notamment via la production d’IL-4, et la capacité d’induction de lymphocytes T 
régulateurs (Treg) dans le thymus (Matta, Castellaneta et al. 2010).
Enfin, des populations de DC spécialisées distinctes sont retrouvées au niveau des surfaces 
épithéliales et mucosales de l’organisme. Les cellules de Langerhans, caractérisées par 
l’expression du marqueur non spécifique CD la, et des marqueurs spécifiques représentés
5par la langerine et les granules de Birbeck, sont retrouvées dans l’épiderme (Ludewig, Junt 
et al. 2001). La barrière intestinale est caractérisée quant à elle par la présence de DC 
exprimant le marqueur CD103+, qui sont impliquées dans le maintien de la tolérance orale 
des antigènes issus de l’alimentation et de la flore bactérienne commensale intestinale, tout 
en assurant une réponse immunitaire efficace contre les pathogènes (Kinnebrew, Buffle et 
al. 2012).
1.2.2. Les cellules dendritiques tolérogènes
1.2.2.1. Mécanismes de tolérance centrale
La tolérance immune peut être définie par l’absence complète ou l’inhibition partielle 
d’une réponse immune adaptative en réponse à des autoantigènes (antigènes du soi), ou à 
des antigènes dérivés de pathogènes. Les mécanismes de tolérance assurent le maintien de 
l’intégrité cellulaire et tissulaire de l’organisme contre des réponses immunitaire de l’hôte 
qui peuvent être délétères dans le cadre de maladies auto-immunes, de réponses 
immunitaires exacerbées contre des pathogènes, mais aussi dans le cas de greffes 
allogéniques (Mayer, Berod et al. 2012). Cependant, une tolérance immune excessive peut 
en contre partie être néfaste, rendant inefficace les réponses immunitaires anti-tumorales et 
favorisant l’installation de réponses immunitaires chroniques contre certains pathogènes, 
qui ont la propriété d’évasion du système immunitaire. Un équilibre entre les phénomènes 
de tolérance immune et les mécanismes effecteurs de l’immunité est donc nécessaire afin 
d’assurer l’homéostasie du système immunitaire.
Les mécanismes de tolérance centrale des lymphocytes T se produisent au cours de leur 
maturation dans le thymus via le processus de sélection négative (Goodnow, Sprent et al. 
2005). Cette étape fait suite à la sélection positive dans le cortex thymique. La délétion 
clonale des lymphocytes T autoréactifs a lieu dans la jonction cortico-médullaire, et résulte 
d’une interaction entre le TCR des thymocytes pré-T avec les molécules du CMH I ou 
CMH II chargées de peptides du soi exprimées par les DC médullaires. Ces DC sont en 
majorité CD8a+ et induisent l’élimination des clones de lymphocytes T dont le TCR a une
6forte affinité avec les complexes CMH-autoantigène. Outre les DC, des cellules 
spécialisées du thymus appelées « cellules épithéliales thymiques médullaires » (mTEC) 
ont pour fonction la présentation d’autoantigènes. Cette présentation antigénique se fait 
grâce à la protéine AIRE (autoimmune regulator gene), qui active au sein des mTEC la 
transcription de gènes codant pour des antigènes de tissus du soi (Pemiola 2012). Ce 
phénomène aboutit à la délétion des clones de lymphocytes T dont le TCR possède un 
degré de spécificité élevé envers les autoantigènes tissulaires.
La génération de Treg naturels (ou nTreg) dans le thymus est un autre facteur de la 
tolérance centrale. Les nTreg se développent à partir de thymocytes CD4+CD8-CD25- 
ayant échappé à la délétion clonale, par un mécanisme dépendant des DC thymiques 
CD8lowSirpa+ qui rejoignent le thymus à partir de la circulation sanguine (Proietto, van 
Dommelen et al. 2008). Ces DC thymiques sont conditionnées par la TSLP, cytokine 
produite par les corpuscules de Hassall, et régulent à la hausse l’expression des molécules 
de costimulation CD80 et CD86. Cette maturation des DC est nécessaire à la prolifération 
et à la différentiation des nTreg dans le thymus, (Watanabe, Wang et al. 2005). Ces 
mécanismes soulignent le rôle central des DC dans l’induction de la tolérance centrale, qui 
elle seule est insuffisante pour l’élimination de tous les clones de lymphocytes T 
autoréactifs, en partie en raison du fait que tous les autoantigènes ne sont pas exprimés dans 
le thymus lors du processus de sélection négative. Les processus d’élimination de 
lymphocyte T autoréactifs nécessitent donc des mécanismes complémentaires d’induction 
de la tolérance en périphérie.
1.2.2.2. Mécanismes d’induction de la tolérance périphérique par les cellules dendritiques 
tolérogènes
Les mécanismes d’induction de la tolérance périphérique s’adressent aux 
lymphocytes T autoréactifs ayant échappé à la délétion clonale thymique et qui rencontrent 
leur autoantigène en dehors du thymus, notamment dans le cas des antigènes issus du 
milieu digestif et des autoantigènes présentés dans le cadre d’infections chroniques 
spécifiques d’organes. La tolérance périphérique implique quatre principaux phénomènes
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DC tolérogènes, et la suppression active médiée par les Treg (Xing and Hogquist 2012).
L’anergie : L’activation des lymphocytes T nécessite deux signaux principaux : le premier 
signal est médié via le TCR après liaison au complexe CMH/antigène présenté par les CPA, 
et le second est un signal de costimulation médié par la liaison de CD28 à son ligand 
(CD80, CD86) présent à la surface des CPA activées. Suite à cette activation, les 
lymphocytes T sécrètent l’IL-2 qui agit de façon autocrine en se liant au récepteur de l’IL-2 
(IL-2R), permettant ainsi l’induction de la voie de signalisation PI3K/AKT-mTOR.
Cependant, en l’absence du deuxième signal de costimulation, l’activation de mTOR est 
inhibée et les lymphocytes T deviennent anergiques. L’anergie est caractérisée par une 
répression active du signal induit par le TCR et de la production d’IL-2, empêchant ainsi 
toute prolifération et activité effectrice des lymphocytes T.
L’interaction des molécules de costimulation exprimées par les APC avec leurs ligands 
présents à la surface des lymphocytes T induit dans certaines conditions des voies de 
costimulation inhibitrices (ou coinhibition). Ces voies de costimulation négative sont 
importantes dans le maintien de la tolérance périphérique et la prévention de pathologies 
auto-immunes (Xing and Hogquist 2012).
En effet, parmi les molécules clés de coinhibition, on cite PD-1 et ses ligands PD-L1 et PD- 
L2. La liaison du TCR et de PD-1 avec leurs ligands respectifs induit le recrutement de 
phosphatases SHP-1 et SHP-2 qui sont impliquées dans la déphosphorylation de molécules 
clés des voies AKT et PI3K, ce qui permet alors l’atténuation de la signalisation de ces 
voies, aboutissant ainsi à l’anergie des lymphocytes T (Probst, McCoy et al. 2005). De plus, 
l’étude de Probst, McCoy et al. indique que l’interaction de PD-1 avec les molécules PD- 
L1 et PD-L2 inhibe l’activité effectrice des lymphocytes T de manière antigène spécifique, 
en bloquant la phase initiale d’activation et l’expansion des clones autoréactifs. Enfin, les 
voies de signalisation activées par la molécule PD-1 peuvent également induire la 
conversion de lymphocytes T naïfs en lymphocytes T régulateurs, soulignant ainsi le rôle 
primordial de la voie PD-1/PD-L1, PD-L2 dans le maintien de la tolérance périphérique.
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coinhibition CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4), avec les molécules de la famille 
B7 (CD80, CD86). La voie CTLA-4 aboutit au blocage du cycle cellulaire des lymphocytes 
T effecteurs, empêchant ainsi leur expansion clonale (McCoy and Le Gros 1999). De plus, 
les souris déficientes en ctla4 présentent une auto-immunité spontanée ainsi qu’une 
résistance à Tanergie des lymphocytes T CD4+, soulignant le rôle critique de CTLA-4 dans 
les mécanismes régulateurs du système immunitaire (Tivol, Borriello et al. 1995).
La délétion périphérique ou Activation-Induced Cell Death (AICD): La délétion des 
lymphocytes T autoréactifs en périphérie est, de façon similaire aux mécanismes de 
délétion centrale thymique, achevée par des mécanismes de mort cellulaire par apoptose, 
via les voies Fas et Bim. Bien que distincts, ces deux mécanismes sont complémentaires 
dans l’induction de Tapoptose chez les lymphocytes T autoréactifs qui sont stimulés de 
façon répétée en présence d’autoantigènes, par exemple lors d’infections chroniques 
spécifiques d’organes.
Fas (CD95) est un récepteur à domaine death qui peut être activé par son ligand, FasL 
(CD178). Chez les lymphocytes T, Fas est exprimé de façon constitutive alors que 
l’expression de FasL sur ces cellules est induite après activation, en présence de l’antigène 
et d’IL-2. La liaison de FasL à son récepteur Fas permet d’initier les étapes de Tapoptose 
afin de bloquer l’activité effectrice, ainsi que l’expansion clonale des lymphocytes T 
autoréactifs activés (Xing and Hogquist 2012). La protéine Fas est constituée d’un domaine 
extracellulaire qui se lie à FasL, et d’un domaine cytoplasmique dont la fonction est 
d’initier et de transduire la cascade du signal de mort cellulaire (Askenasy, Yolcu et al. 
2005). En effet, suite à la co-aggregation de Fas et FasL à la surface cellulaire, Tactivation 
de Fas initie la formation d’un complexe intracellulaire appelé « death-inducing signaling 
complex » (DISC), suivie de Tactivation des deux voies de la caspase-8 activée : la voie 
apoptotique extrinsèque impliquant les caspases-3, -6 et -7, ainsi que la voie apoptotique 
intrinsèque impliquant quant à elle le clivage de Bid, suivi de la libération du cytochrome c 
et enfin Tactivation de la caspase-9. Ce processus intracellulaire aboutit donc à terme à 
Tapoptose des lymphocytes T, et favorise le maintien Thoméostasie des clones T 
autoréactifs.
9La voie Fas/FasL n’est pas le seul mécanisme d’induction de Tapoptose en vue de la 
délétion périphérique des clones T autoréactifs. En effet, une autre voie a été identifiée 
comme importante : la voie de Bim (Gray, Kupresanin et al. 2012). Bim est une protéine 
proapoptotique de la famille Bcl-2 de type « BH3 seulement », qui ne possède qu'un seul 
domaine d'homologie avec les autres protéines de cette famille, qui est le domaine BH3. 
Les protéines de type BH3 ont été identifiées au nombre de huit chez l’homme et la souris: 
Bad, Bik, Bid, Hrk, Bim, Noxa, Puma, et Bmf. Ce sont des protéines proapoptotiques qui 
sont activées et surexprimées sous l’influence de certains stimuli cytotoxiques. Ces stimuli 
peuvent résulter de carences en facteurs de croissance, ou d’une stimulation trop forte du 
TCR en raison d’une trop grande avidité de celui-ci en présence d’un autoantigène. Bim 
peut se lier avec Bcl-2 qui est une protéine anti-apoptotique, et l'empêcher de se lier aux 
protéines pro-apoptotiques telles que Bax et Bak. Bcl-2 n'est donc plus capable d’empêcher 
l'homodimérisation de Bax ou de Bak. Ces dernières peuvent donc s'homodimériser pour 
former des pores au niveau de la membrane externe de la mitochondrie, libérant ainsi le 
cytochrome c et activant l’apoptose. Enfin, une récente étude réalisée par Gray, Kupresanin 
et al. a montré que la délétion des deux protéines Bim et Puma a pour conséquence la 
survenue d’une auto-immunité spontanée affectant plusieurs organes (Gray, Kupresanin et 
al. 2012). Cette étude souligne ainsi le rôle critique de Bim et Puma dans la délétion clonale 
des lymphocytes B et T autoréactifs, et donc dans le maintien de la tolérance immunitaire 
périphérique.
En plus des facteurs intrinsèques induisant les voies de l’apoptose par Activation Induced 
Cell Death (AICD), tels que la stimulation trop forte du TCR en présence d’un 
autoantigène, d’autres stimuli extrinsèques ont été identifiés comme pro-apoptotiques chez 
les lymphocytes T. En effet, les APC ont été identifiées comme des cellules importantes 
participant à la délétion clonale par AICD des lymphocytes T activés (Haridas and Kamat 
1997). Dans le contexte du diabète de type 1 en particulier, une maturation suffisante des 
DC serait nécessaire pour induire la délétion périphérique des clones autoréactifs (Driver, 
Serreze et al. 2011), mettant ainsi en valeur le rôle suppressif des DC à l’égard des 
lymphocytes T autoréactifs.
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L’induction de la tolérance immune par les DC tolérogènes : Les DC sont connues pour 
exercer leur activité immunogène lorsqu’elles sont dans un état phénotypique dit activé 
caractérisé par l’augmentation de l’expression en surface du complexe CMH Il-antigène, 
ainsi que des molécules de costimulation CD80, CD86 et CD40. Cet état phénotypique 
induit Tactivation des lymphocytes T lors d’une réponse immune normale. À l’inverse, il a 
été rapporté que les DC ayant un phénotype dit immature sont de type tolérogénique 
(Jonuleit, Schmitt et al. 2000). Cet état phénotypique immature, caractérisé par une faible 
expression du CMH II et l’absence de signaux de costimulation, induit un état d’anergie 
et/ou la délétion des lymphocytes T effecteurs. Cependant, cet état de faible maturation des 
DC n’est pas le seul facteur d’établissement de la tolérance périphérique par les DC. En 
effet, il a été récemment rapporté que des DC en état de maturation complète ont des 
propriétés immunorégulatrices, notamment la suppression de Tactivation des lymphocytes 
T par un mécanisme IL-10-dépendant (Schmidt, Nino-Castro et al. 2012). Dans cette 
optique, les populations de DC tolérogènes sont caractérisées par leur état fonctionnel, 
incluant leurs cytokines produites, ainsi que l’expression d’autres marqueurs autres que les 
molécules de costimulation, en fonction du contexte pro- ou anti-inflammatoire local. Par 
exemple, dans un modèle murin de colite ulcéreuse, les DC CD 103+ acquièrent des 
propriétés immunogènes dans un contexte inflammatoire, tandis qu’en l’absence 
d’inflammation ces DC CD 103+ ont la propriété d’induire la conversion de lymphocytes T 
CD4+ naïfs en lymphocytes T régulateurs (del Rio, Bemhardt et al. 2010). De plus, dans un 
modèle murin d’asthme, des DC tolérogènes matures et productrices d’IL-10 ont été 
identifiées. Ces DC matures sont capables de stimuler la prolifération et l’activité 
immunorégulatrice des Treg (Akbari, DeKruyff et al. 2001). Par ailleurs, des DC dans un 
état dit « semi-mature » ont été caractérisées comme des DC tolérogènes. Ces dernières 
produisent une faible quantité de cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-12, l’IL-6 et 
le TNFa (Lutz and Schuler 2002). En résumé, les DC tolérogènes représentent une 
population hétérogène, et se distinguent par leur plasticité, leur propriété de répondre 
rapidement aux différents stimuli environnementaux impliquant des facteurs pro- ou anti­
inflammatoires, ainsi que par leur interaction avec d’autres cellules de l’immunité innée ou 
acquise. Cependant, malgré leurs différences phénotypiques et fonctionnelles, les DC
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tolérogènes ont les propriétés communes d’induire l’anergie ou la délétion des lymphocytes 
T effecteurs, ou encore la différentiation et/ou l’expansion des Treg en périphérie.
Outre les mécanismes de tolérance dits passifs impliquant Tanergie et la délétion clonale, 
les DC tolérogènes ont une fonction d’induction de tolérance dite active incluant la 
déviation immune, et l’induction des lymphocytes Treg induits (iTreg).
Le premier de ces phénomènes, la déviation immune, correspond à l’orientation 
préférentielle d’une réponse immune pro-inflammatoire de type TH1 (IFNy) vers un profil 
de production de cytokines de type TH2 (IL-4, IL-5 et IL-13), ou TH3 (TGF|3), ou Tri (IL- 
10), ou encore TH17 (IL-17A, IL-17F et IL-22) chez les lymphocytes T CD4+. Ces profils 
de sécrétion de cytokines favorisent un environnement immunorégulateur, et peuvent aussi 
être observés chez les lymphocytes T CD8+ qui dans certaines conditions tolérogènes 
acquièrent un profil de type Tc2 (IL-10, IL-4). En effet, la déviation immune se produit 
sous la dépendance de plusieurs facteurs cellulaires et moléculaires, incluant la dose et le 
type d’antigène, le type de CMH impliqué, le contexte cytokinique, ainsi que le type d’APC 
(tolérogène ou immunogène). Par exemple, la réponse de type TH1 est induite en présence 
d’IL-12 sécrétée par les DC directement en réponse à une stimulation antigénique, 
notamment issue de pathogènes via les Toll-Like Receptors (Huang, Reis e Sousa et al.
2001), ou secondairement lors d’une interaction avec les lymphocytes T auxquels elles 
présentent l’antigène. L’IL-12 à son tour active les facteurs de transcription T-bet et STAT4 
chez les lymphocytes T CD4+ naïfs, qui secondairement à la stimulation du TCR par le 
complexe CMH-antigène et aux signaux de costimulation, acquièrent un profil TH1. En 
outre, F IFNy, produit par les lymphocytes T CD4+, est une cytokine pro-inflammatoire 
nécessaire à la clairance des virus ou bactéries intracellulaires par Tactivation des 
macrophages, des cellules NK et par l’expansion des lymphocytes T cytotoxiques (CTL) 
(Pulendran, Tang et al. 2010). La réponse TH2 quant à elle est déclenchée par des 
infections de type parasitaire, mais aussi par des allergènes comme dans le cas de l’asthme. 
En effet, l’IL-10 et d’IL-4 sécrétées par les DC, en association avec Tactivation de la 
molécule 0X40 à la surface des lymphocytes T CD4+ par son ligand OX40L, induisent 
Tactivation des facteurs de transcription GATA-3 et STAT6. Ces voies de signalisation 
sont caractéristiques des lymphocytes T CD4+ de type TH2. De plus, en présence d’IL-2 ou
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de TSLP, STAT5 contribue de façon significative au maintien de la fonction des 
lymphocytes TH2, par la régulation positive des gènes de 1TL-4 et de GATA-3 (Pulendran, 
Tang et al. 2010; Zhu, Yamane et al. 2010). Enfin, l’induction de la réponse TH17 se fait 
en présence d’IL-6 et d’IL-23 qui sont des cytokines sécrétées par les DC en réponse aux 
pathogènes extracellulaires. En présence de ces deux cytokines, les facteurs de transcription 
RORyt et STAT3 sont activés, menant à la sécrétion des cytokines de type TH17. Les 
réponses de type TH1 et TH17, bien que nécessaires à la protection de l’organisme contre 
les agressions pathogènes, peuvent induire des pathologies auto-immunes chez les 
individus génétiquement prédisposés, si elles ne sont pas contrôlées. En effet, dans le cas de 
maladies auto-immunes systémiques ou spécifiques d’organes telles que la polyarthrite 
rhumatoïde, l’encéphalomyélite auto-immune ou encore le diabète de type 1, la déviation 
préférentielle de la réponse immune vers des profiles TH1 ou TH17 résulte d’un 
débalancement du système immunitaire ayant pour conséquence un environnement 
tissulaire propice à l’inflammation (Shao, He et al. 2012). De ce fait, deux autres 
population de lymphocytes T CD4+ sont primordiales au contrôle des réponses effectrices 
de type TH1 et TH17 : les Treg et les lymphocytes T CD4+ régulateurs de type 1 (Tri).
L’induction en périphérie des Treg est une fonction primordiale des DC tolérogènes. En 
effet, ce mécanisme nécessite d’une part la présence de cytokines immunorégulatrices telles 
que l’IL-10, le TGFp et l’IL-2, et d’autre part des signaux de costimulation efficaces 
délivrés par les DC, via les voies B7-CTLA-4, afin de permettre la différentiation et 
l’expansion efficace des Treg induits (iTreg) (Curotto de Lafaille and Lafaille 2009). Dans 
ces conditions, le facteur de transcription STAT5 sera activé en réponse à l’IL-2, 
permettant à son tour l’expression du facteur de transcription Foxp3, marqueur spécifique 
des Treg. De la même manière que les Treg, les lymphocytes Tri sont induits après 
interaction préférentielle de CTLA-4 avec son ligand CD80 exprimé par les DC matures 
(Perez, Karumuthil-Melethil et al. 2008), mais aussi après liaison d ’ICOS avec ICOS-L, 
molécule également exprimée préférentiellement par les DC matures (Witsch, Peiser et al.
2002). L’activation de CTLA-4 et d’ICOS induiront par la suite la sécrétion de grandes 
quantités d’IL-10 par les Treg et les lymphocytes Tri, mettant ainsi en valeur le rôle 
prépondérant des DC matures dans la génération et l’expansion des populations de
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lymphocytes T régulatrices, capables de contrôler et d’endiguer les réponses immunogènes 
de type TH1 ou TH17.
L’interaction entre les DC et les Treg constitue une boucle d’activation mutuelle, 
permettant le maintien de l’activité tolérogène des DC, et le soutien du nombre et de 
l’activité immunorégulatrice des Treg. En plus de l’induction des Treg via les voies 
classiques de 1TL-10 et du TGFj3 en association avec l’IL-2 et les signaux de costimulation 
délivrés par les DC, d’autres mécanismes secondaires de maintien de la tolérance 
périphérique ont été décrits: la production d’Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) par les 
DC, et la stimulation des DC avec la 1,25-Dihydroxyvitamine D (3).
L’IDO est une enzyme intracellulaire dont l’activité est la dégradation du tryptophane, un 
acide aminé essentiel à l’homéostasie des lymphocytes T (Mellor and Munn 2004). Suite à 
la liaison de CTLA-4 aux molécules de costimulation CD80/CD86, la production d’IDO est 
induite chez les DC matures. En présence d’IDO, les DC IDO+ induisent donc la déplétion 
du tryptophane dans le milieu extracellulaire, supprimant ainsi la prolifération et la réponse 
effectrice des lymphocytes T. D’autre part, la kynurenine, un des métabolites issus du 
catabolisme du tryptophane par l’IDO, participe à l’expansion préférentielle des Treg. Cette 
expansion des Treg se fait suite à l’induction de l’expression de Foxp3, après la liaison 
directe de la kynurenine avec le facteur de transcription Aryl-hydrocarbon Receptor (AhR) 
(Harden and Egilmez 2012). D’ailleurs, il a été démontré que chez la souris NOD, un 
défaut de catabolisme du tryptophane par FIDO serait un des mécanismes de rupture de la 
tolérance dans le contexte du diabète de type 1, suggérant le rôle crucial des DC IDO+ dans 
le maintien de la tolérance immunitaire (Grohmann, Fallarino et al. 2003).
D’autre part, une autre étude réalisée par Gregori, Giarratana et al. en 2002 a montré que le 
traitement de souris NOD adultes avec un analogue de la 1,25-dihydroxyvitamine D(3) 
(VD3) agit spécifiquement sur les DC en réduisant leur expression des molécules de 
costimulation ainsi que la production d’IL-12, aboutissant à l’inhibition de la réponse TH1 
d’une part, et à l’augmentation du nombre de Treg dans les PLN d’autre part (Gregori, 
Giarratana et al. 2002). D’ailleurs, des études récentes mettent en valeur le potentiel 
thérapeutique significatif des DC traitées à la VD3 dans l’immunothérapie des maladies
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auto-immunes (Pedersen, Claesson et al. 2011). Cependant, les mécanismes moléculaires 
des récepteurs nucléaires de la VD3 impliqués dans la tolérance des DC ne sont pas 
complètement connus.
La suppression active : Les Treg ont un rôle fondamental dans la prévention des maladies 
auto-immunes telles que le diabète de type 1 et dans la réduction de T inflammation dans 
d’autres maladies inflammatoires comme l’asthme et la colite ulcéreuse (Vignali, Collison 
et al. 2008). Le mécanisme de suppression des Treg regroupe quatre modes d’action: la 
suppression via des cytokines inhibitrices, la suppression par cytolyse, la perturbation du 
métabolisme cellulaire, et la suppression par la modulation de la maturation et/ou de la 
fonction des DC (Vignali, Collison et al. 2008).
Les cytokines immunosuppressives sécrétées par les Treg incluent l’IL-10 et le TGF|3 ont 
été montrées nécessaires au contrôle de la réponse auto-immune in vivo, comme dans le cas 
de la colite ulcéreuse (Annacker, Asseman et al. 2003). Cependant, certaines données 
contradictoires obtenues par des analyses in vitro suggèrent que l’activité suppressive des 
Treg s’effectue de manière cell-cell contact-dépendante, sans nécessité d’IL-10 ou de 
TGFj3 (Jonuleit, Schmitt et al. 2001). Il existe donc des divergences au sujet de la nécessité 
ou non de l’IL-10 et du TGF|3 dans l’activité suppressive des Treg. Il est présentement 
admis que les mécanismes de suppression impliqués dépendent principalement de la nature 
de la pathologie auto-immune. Plus récemment, il a été rapporté que l’IL-35, une autre 
cytokine immunosuppressive spécifiquement sécrétée par les Treg est nécessaire à leur 
activité immunorégulatrice (Collison, Workman et al. 2007). L’IL-35 est une cytokine 
hétérodimérique de la famille de l’IL-12. Elle est formée par l’association de la molécule 
Epstein-Barr virus-induced gene 3 (Ebi3) et p35 (aussi connue sous le nom d’IL-12a, qui 
après association avec la molécule p40, forme l’IL-12) et est préférentiellement exprimée 
par les Treg Foxp3+. D’ailleurs, dans un modèle murin de colite ulcéreuse, les souris Ebi3'/_ 
et IL-12a'A sont caractérisées par une activité régulatrice inefficace des Treg. Ces derniers 
sont incapables de médier la résolution de l’inflammation de l’intestin, ce qui met en valeur 
la fonction régulatrice de l’IL-35 sécrétée par les Treg.
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L’activité cytolytique médiée par la sécrétion des granzymes a longtemps été attribuée aux 
cellules NK et aux lymphocytes T CD8+ cytotoxiques (Vignali, Collison et al. 2008). 
Cependant, il a été démontré chez l’homme, que les Treg expriment les granzymes A et 
exercent leur activité suppressive cytolytique via les voies des granzymes A et des 
perforines (Grossman, Verbsky et al. 2004). Chez la souris, il n’y a pas d’évidence d’une 
telle activité cytolytique des Treg.
Outre l’effet des cytokines immunorégulatrices et l’activité cytolytique directe, la 
perturbation métabolique est un aspect important mais controversé de la fonction 
régulatrice des Treg. En effet, les Treg expriment de façon constitutive la chaîne a  du 
récepteur de haute affinité l’IL-2 (CD25) et sont en mesure de capturer l’IL-2 libérée dans 
l’environnement cellulaire par les lymphocytes T activés. Ainsi, suite à la privation de l’IL- 
2 qui est nécessaire à leur survie, les lymphocytes T effecteurs entrent en apoptose 
(Pandiyan, Zheng et al. 2007).
Enfin, outre les fonctions suppressives directes des Treg, l’immunorégulation médiée par 
ces cellules peut également s’effectuer indirectement en ciblant l’état de maturation et/ou la 
nature des cytokines sécrétées par les DC (Vignali, Collison et al. 2008). En effet, ces 
mécanismes incluent l’interaction de la molécule LAG-3 avec le CMH II qui induit une 
résistance à la maturation des DC, ainsi que l’interaction de CTLA-4 avec les molécules 
CD80/CD86 qui déclenche la synthèse d’IDO, qui est une molécule immunosuppressive 
par excellence produite par les DC.
En conclusion, la tolérance périphérique s’exerce par des mécanismes aussi variés que 
complémentaires, et tout défaut cellulaire ou moléculaire au niveau de la régulation 
immunitaire est susceptible d’induire un déséquilibre pouvant mener à terme à des 
pathologies auto-immunes.
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1.2.3. Anomalies phénotypiques et fonctionnelles des APC chez la souris NOD
Chez la souris NOD, les APC sont caractérisées par des défauts liés à leur phénotype 
et leurs fonctions, aboutissant à des anomalies d’établissement des mécanismes de 
tolérance immunitaire centrale et périphérique. En effet, en raison de l’haplotype particulier 
qui caractérise le CMH chez la souris NOD, H28? (Kd, A6?, Enu", Db), en association avec 
l’expression des différents loci de susceptibilité Idd, les APC sont inefficaces à établir un 
environnement tolérogène pouvant inhiber l’activité effectrice des lymphocytes T 
diabétogènes (Driver, Serreze et al. 2011). Ces défauts d’induction de la tolérance immune 
concernent trois groupes principaux d’APC professionnelles : les DC, les lymphocytes B, et 
les macrophages.
Tout d’abord, les DC chez la souris NOD sont caractérisées par un défaut de maturation 
après stimulation antigénique (Strid, Lopes et al. 2001). Or, il est établi qu’une maturation 
suffisante des DC est nécessaire à la délétion des lymphocytes T autoréactifs par AICD 
d’une part, et à la stimulation des Treg d’autre part. De ce fait, chez la souris NOD, les DC 
sont inefficaces à éliminer les lymphocytes T diabétogènes. Toutefois, le niveau de 
maturation des DC demeure suffisant pour induire une stimulation des lymphocytes T 
effecteurs autoréactifs. D’autre part, il a été montré que l’injection d’un nombre suffisant de 
DC matures isolées des PLN de souris NOD à des souris syngéniques jeunes empêche le 
développement du diabète, mettant ainsi en valeur le rôle important de la maturation des 
DC dans les mécanismes de tolérance immunitaire (Clare-Salzler, Brooks et al. 1992). Afin 
de cerner davantage les facteurs génétiques contrôlant les défauts d’induction de la 
tolérance des DC chez la souris NOD, des études ont été réalisées sur des lignées 
congéniques porteuses de loci Idd provenant de souris résistantes au diabète (C57B/6). 
Parmi ces lignées congéniques, les travaux effectués sur des souris NOD congéniques pour 
le locus Idd3, porteur du gène de l’IL-2, ont révélé que la restauration d’une production 
suffisante d’IL-2 par les DC est un facteur d’établissement de la tolérance immune et de 
protection contre le diabète (Hamilton-Williams, Martinez et al. 2009). Une autre étude 
réalisée à l’aide de souris congéniques pour le locus Idd5 a quant à elle montré que chez la 
souris NOD, le processus de présentation d’un autoantigène de cellules {3 reconnu par les 
lymphocytes T CD4+ issus de souris NOD transgéniques BDC2.5, est modulé par un gène
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situé dans la région Idd5.2, appelé Sic l ia i .  En effet, une mutation de ce gène a permis la 
réduction des capacités de présentation antigénique et de stimulation des lymphocytes T 
BDC2.5-CD4+ diabétogènes par les DC (Dai, Marrero et al. 2009). Ainsi, les défauts 
fonctionnels des DC dans le contexte du diabète de type 1 sont sous le contrôle des gènes 
de susceptibilité impliquant le CMH, mais aussi des cytokines immunorégulatrices telles 
que l’IL-2.
Chez la souris NOD, un autre type d’APC est impliqué dans la pathogénie du diabète de 
type 1 : les lymphocytes B. Ces cellules ont la capacité de capturer les autoantigènes de 
cellules (3 du pancréas via leurs immunoglobulines membranaires, puis de les apprêter via 
le CMH II en vue d’activer les clones T CD4+ diabétogènes (Silveira, Serreze et al. 2007). 
Bien que des anticorps anti-insuline sont présents dans le sang des souris pré-diabétiques, le 
rôle pathologique direct de ces anticorps au sein des cellules |3 du pancréas est indéterminé. 
De ce fait, les lymphocytes B agissent davantage comme des APC qui amplifient la réponse 
des lymphocytes T CD4+ diabétogènes déjà activés par les DC. La présence de ces 
lymphocytes B autoréactifs chez la souris NOD pourrait être due à un défaut d’élimination 
des clones autoréactifs au sein de la moelle osseuse, cependant, l’étiologie génétique exacte 
de ce défaut reste inconnue (Silveira, Serreze et al. 2007).
Outre les DC, les macrophages chez la souris NOD sont décrits comme ayant des propriétés 
pro-inflammatoires. Ceux-ci sont notamment caractérisés par une production excessive 
d’IL-12p70, à l’inverse des DC qui en produisent relativement peu. En effet, il a été 
démontré que chez la souris NOD, la sécrétion de l’IL-12p70 par les DC est moins 
importante que chez des souris résistantes à l’auto-immunité (Marleau, Summers et al. 
2008). Ainsi, l’IL-12p70 issue des macrophages compense celle produite par les DC, et est 
à l’origine de la réponse TH1 caractéristique chez la souris NOD. Il existe donc un rôle pro­
inflammatoire différentiel chez les populations d’APC de la souris NOD, avec cependant 
un rôle central des DC dans l’initiation et le développement du diabète de type 1, d’où 
l’intérêt que portent de nombreuses études à l’immunothérapie cellulaire utilisant les DC 
dans cette maladie.
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1.2.4. Les DC dans l’immunothérapie du diabète de type 1
Chez la souris, les thérapies cellulaires utilisant les DC dans le diabète de type 1 
regroupent trois méthodes principales d’induction de cellules dendritiques tolérogènes : les 
modifications génétiques des DC, leur conditionnement avec des autoantigènes, le 
traitement des DC à la 1,25-Dihydroxyvitamine D3 ainsi que d’autres molécules 
tolérogènes. Des études réalisées dans notre laboratoire ont montré que le conditionnement 
des DC au GM-CSF ou à la TSLP constitue une voie potentielle d’immunothérapie chez la 
souris NOD (Gaudreau, Guindi et al. 2007; Besin, Gaudreau et al. 2008).
- Les modifications génétiques chez les DC: Parmi les gènes d’intérêt, une étude réalisée 
par Creusot et al. en 2008 a mis en évidence l’effet protecteur de DC transduites avec un 
vecteur lentiviral codant pour l’IL-4 issu de souris résistantes au diabète (DC/IL-4). En 
effet, cette étude démontre que ces DC/IL-4 induisent un environnement tolérogène de type 
TH2 spécifiquement au sein des PLN, de façon CMH- et IL-4-dépendante (Creusot, 
Yaghoubi et al. 2008). De plus, une autre étude réalisée par Feili-Hariri, Falkner et al. a 
montré que l’injection de souris NOD au stade d’insulite avancée avec des DC infectées 
avec un adénovirus codant pour l’IL-4 protège contre le diabète (Feili-Hariri, Falkner et al.
2003). Dans la même optique, des DC transfectées avec le gène de l’IL-10 ont été décrites 
comme ayant des propriétés tolérogènes dans le contexte de greffes d’îlots de Langerhans 
chez la souris (Zhu, Qiu et al. 2008). Une autre technique de modification génétique des 
DC consiste à utiliser des oligonucléotides antisens ciblant la traduction protéique des 
molécules de costimulation CD80, CD86 et CD40 sur des DC générées à partir de la moelle 
osseuse. L’expression protéique des molécules costimulatrices étant inhibée, les DC 
conservent un phénotype immature. L’injection par voie intrapéritonéale de ces DC 
modifiées à des souris receveuses prédiabétiques induit une protection contre le diabète 
(Mukherjee and Dilorenzo 2010).
- L’exposition des DC à des autoantigènes : Cette stratégie consiste chez la souris à 
générer des DC à partir de la moelle osseuse, puis à les mettre en présence ex vivo d’un 
autoantigène de cellules p afin qu’elles puissent l’intemaliser puis le présenter à sa surface 
via les molécules de CMH I et/ou II. En effet, il a été démontré que le transfert de DC,
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issues de PLN chargées à leur surface des autoantigènes de cellules |3, est capable d’induire 
une protection contre le diabète. À l’inverse, des DC purifiées d’autres organes tels que la 
rate, qui ne sont pas présentes dans l’environnement ganglionnaire du pancréas, n’induisent 
pas de protection contre le diabète (Clare-Salzler, Brooks et al. 1992). Ces données 
suggèrent un rôle tolérogène des DC spécifiquement au sein du pancréas et des PLN, 
lorsqu’elles sont chargées avec un autoantigène de cellules {3 préalablement à leur injection. 
Cependant, d’autres études réalisées par Feili-Hariri et collaborateurs, utilisant des DC 
puisées avec les autoantigènes beat shock protein 60 (HSP6 O437-460) ou la glutamic acid 
decarboxylase 65 (GAD65509-528 et GAD65524-543), ont montré que le conditionnement des 
DC avec des autoantigènes n’est pas nécessaire pour l’induction d’une tolérance 
immunitaire et une protection contre le diabète chez les souris NOD receveuses (Feili- 
Hariri, Dong et al. 1999). En effet, l’étude révèle que l’injection de DC exemptes 
d’autoantigènes empêche le développement du diabète de façon semblable aux DC puisées.
- La conditionnement des DC avec des molécules tolérogènes : Parmi ces molécules, la 
VD3 a été décrite comme ayant un effet tolérogène préférentiellement sur les DC, en 
induisant un phénotype immature associé à une réduction de la sécrétion d’IL-12p70 et à 
l’augmentation de la production d’IL-10 (Adorini 2003). Ces effets ont été observés chez 
des souris NOD prédiabétiques, mais aussi dans un contexte de rejet de greffes d’îlots après 
injection de la VD3. D’autre part, malgré des voies de signalisation et des gènes cibles 
différents, les effets phénotypiques et fonctionnels observés dans le cas du conditionnement 
des DC au GM-CSF ou à la TSLP sont semblables, avec à terme une protection contre le 
diabète chez les souris NOD receveuses.
Toutes ces études mettent en valeur le potentiel préventif et éventuellement thérapeutique 
de DC autologues modifiées ou traitées, puis administrées aux souris NOD prédiabétiques. 
La génération de DC tolérogènes, notamment en ciblant des mécanismes génétiques et 
transcriptionnels, est donc une stratégie de choix en vue d’une immunothérapie du diabète 
de type 1.
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1.3. Les facteurs de transcription STAT5a et STAT5b
1.3.1. Structure et isoformes de STAT5
Étant donné le rôle du GM-CSF et de la TSLP dans la fonction tolérogène des DC 
chez la souris NOD, il est intéressant d’étudier les voies de signalisation activées par ces 
deux molécules, afin de cibler de façon précise les facteurs de transcription impliqués dans 
l’établissement de la tolérance chez les DC.
En effet, la principale voie de signalisation induite par la liaison du GM-CSF et de la TSLP 
à leurs récepteurs respectifs est la voie Jak-STAT5. STA-T5 comporte deux isoformes 
distincts: STAT5a et STAT5b (Rochman, Kashyap et al. 2010; van de Laar, Coffer et al. 
2012).
STAT5a et STAT5b sont des facteurs de transcription appartenant à la famille des STAT 
(« Signal transducers and activators o f  transcription »). Ces deux protéines ont 
initialement été nommées MGF (« mammary gland factor ») en raison de leur rôle 
d’activation de la transcription du gène de la (3 caséine en réponse à la prolactine (Lin and 
Léonard 2000). Plus tard, des études structurales ont démontré une homologie du facteur 
MGF avec des protéines de la famille STAT : STAT1 et STAT2. Le terme MGF a donc été 
remplacé par STAT5. La famille de facteurs de transcription STAT est composée de sept 
membres : STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b et STAT6 (Tableau 1).
Gene désignation M.W. (kDa) Amino acids Phosphorylation sites Stat partner(s) Target-binding site
Statl 87 750 Tyr 701 Ser 727 1, 2. 3 TTCQ G  > Q G G A A
Stat2 113 851 Tyr 689 1
Stat3 88 770 Tyr 705 Ser 727 1. 3 TTCQ G  = Q G G A A
Stat4 86 748 Tyr 693 4 TTCClG > Q G G A A
Stat5a 91 793 Tyr 694 Ser 725b 5a. 5b TTCQA > T)GGAA
Stat5b 90 786 Tyr 699 Ser 730h 5b. 5a TTCQ  A > TKiGAA
Statô 94 847 Tyr 640 6 TTCQA > T.N0GGAA
Tableau 1. Famille des facteurs de transcription STAT.
(Grimley, Dong et al. 1999).
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Les protéines STAT5a et STAT5b sont constituées, comme les autres facteurs STAT, de 
six domaines : 1) un domaine N-terminal conservé, constitué de huit hélices a  et impliqué 
dans Toligomérisation en tandem des facteurs STAT, 2) une région « coiled-coil » qui 
comporte quatre hélices a , 3) d’un domaine de liaison à l’ADN (à l’exception de STAT2) 
situé dans la région centrale de la protéine et ayant une structure en feuillets (3, 4) une 
région « linker », 5) un domaine SH2 (« Src homology 2 ») nécessaire à la fois à la 
dimérisation et au recrutement puis à la phosphorylation des protéines STAT à la partie 
cytoplasmiques des récepteurs activés, et 6) une partie C-terminale appelée « domaine de 
transactivation » portant une résidu Tyrosine et un résidu Sérine phosphorylabiés, et 
nécessaire à Tactivation transcriptionnelle (Figure 1). L’interaction des protéines STAT via 
le domaine SH2 permet la formation de dimères ayant une structure tridimensionnelle 


























Figure 1. Structure des protéines STAT5a et STAT5b.
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Figure 2. Structure cristallographique d’un dimère STAT1.
L’association en dimères des protéines STAT permet une liaison stable à l’ADN (Horvath 
2000).
STAT5a et STAT5b sont codées par deux gènes homologues situés sur le chromosome 11 
chez la souris, et le chromosome 17 chez l’Homme. Ces gènes sont localisés en tandem sur 
le chromosome humain et séparés approximativement par 12kb (Figure 3). Cette homologie 
confère aux protéines STAT5a et STAT5b un degré de similitude de l’ordre de 91% dans 
leur séquence d’acides aminés. Les différences majeures se situent dans le domaine de 
transactivation (ou C-terminal), avec des divergences dans les positions des résidus 
Tyrosine et Sérine phosphorylables (Y694 et S725 pour STAT5a et Y699 et S730 pour 
STAT5b) d’une part, et la présence de cinq acides aminés supplémentaires dans la région 









apart from each other
Figure 3. Localisation chromosomique des gènes statSa et statSb humains.
(Kanai, Jenks et al. 2012)
Outre la dimérisation, la région N-terminale de STAT5 permet la formation de tétramères 
par assemblage de deux dimères, permettant une meilleure liaison à l’ADN grâce à une plus 
grande avidité à deux séquences consensus GAS (« Gamma activated sequence ») 
disposées en tandem sur le promoteur du gène cible. Cette propriété de tétramérisation est 
retrouvée chez STAT1, STAT4 et STAT5. Les tétramères sont essentiellement formés par 
des homodimères, à l’exception de STAT1 et STAT2 qui sont capables de former un 
assemblage d’hétérodimères STAT 1-2/STAT1-2 (Figure 4) (Horvath 2000).
Tetramer binding to 
tandem GAS elements
CNNHGAA
STAT1-1/1-1, 4-4/4-4, S-5/5-5,1-2/1-2 
Dimer/dimer interaction increases affinity
Figure 4. Liaison à l’ADN d’un tétramère STAT.
(Horvath 2000)
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Chez les protéines STAT5, de même que chez les autres STAT, la présence de la partie C- 
terminale ou domaine de transactivation constitue des isoformes dites « pleine longueur ». 
Cependant, il existe des isoformes de STAT5 dites « tronquées » (ct-STAT5) dans leurs 
domaines de transactivation. Ce sont des protéines plus courtes et privées de leur résidu 
Sérine. Cependant, ces isoformes tronquées conservent leur résidu Tyrosine, ce qui leur 
permet de former des hétérodimères avec les isoformes de pleine longueur. Les isoformes 
tronquées sont soit produites par épissage alternatif, soit suite à un clivage par une protéase 
nucléaire. Par ailleurs, l’absence du domaine de transactivation chez les isoformes 
tronquées leur confère une fonction de « dominant-négatif », ne pouvant pas induire 
l’activation de la transcription des gènes cibles (Horvath 2000).
1.3.2. La voie de signalisation Jak-STAT5 : exemples du GM-CSF et de la TSLP
STAT5a et STAT5b jouent un rôle vital dans les réponses cellulaires à de 
nombreuses cytokines et facteurs de croissance. Ces facteurs jouent un double-rôle de 
transduction du signal et d’activation de la transcription. Les molécules activatrices de la 
voie Jak-STAT5 incluent : la prolactine, les hormones de croissance, l’IL-2, l’IL-3, l’IL-5, 
l’IL-7, l’IL-9, l’IL-15, l’IL-21, le GM-CSF, l’érythropoïétine, la thrombopoïétine, et la 
TSLP (Lin, Li et al. 2012). La signalisation intracellulaire des récepteurs du GM-CSF et de 
la TSLP suit la voie classique d’activation de la voie STAT5. Cette induction se produit 
suite à la liaison du ligand à son récepteur, qui sera suivie de la dimérisation (ou 
l’oligomérisation) de celui-ci, puis du recrutement et de la transphosphorylation des Jak 
(Janus kinases), qui à leur tour phosphorylent les résidus Tyrosine de la portion 
cytoplasmique du récepteur. Cette étape permet la formation de sites d’ancrage des 
protéines STAT5 latentes dans le cytoplasme. Ces protéines STAT5 latentes sont recrutées 
via leur domaine SH2 puis phosphorylées au niveau de leur résidu Tyrosine par les Jak 
(Y694 pour STAT5a et Y699 pour STAT5b). Une fois phosphorylées, les protéines STAT5 
sont en mesure de s’homo- ou s’hétérodimériser via la liaison du résidu Tyrosine 
phosphorylé au domaine SH2 d’un autre STAT5. Ces dimères vont par la suite se dissocier
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du récepteur afin de rejoindre le noyau pour d’exercer leur activité de facteurs de 
transcription (Horvath 2000).
Le récepteur du GM-CSF (GM-CSFR) est composé de deux sous-unités : la chaîne a  (GM- 
CSFRa, CD 116) et la chaîne (3 commune (Pc, CD131). La chaîne p est partagée avec les 
récepteurs de l’IL-3 et de l’IL-5, et est présente sous forme dimérique à la surface cellulaire 
sans stimulation (van de Laar, Coffer et al. 2012). L’activation du GM-CSFR est initiée 
suite à la liaison du GM-CSF avec la chaîne a , permettant alors l’oligomérisation et la 
formation du récepteur de haute affinité, suivie de l’activation de la voie Jak-STAT5 
(Figure 5). Dans ce cas, la tyrosine kinase recrutée à la partie cytoplasmique des chaînes 
P est Jak2. Outre la voie Jak2-STAT5, le GM-CSFR induit secondairement les voies de 
signalisation de la PI3K (phosphatidylinositol 3'-kinase), des MAPK (Mitogen-activated 
protein kinases), ainsi que la voie canonique de NF-kB (nuclear factor-kappa B).
La TSLP quant à elle induit l’hétérodimérisation de son récepteur. Celui-ci est constitué 
d’une chaîne monomérique (TSLPR), qui forme un hétérodimère avec la chaîne a  du 
récepteur de l’IL-7 (IL-7Ra), permettant le recrutement et l’activation des tyrosines kinases 
Jak 1 et Jak 2. La voie classique de STAT5 est alors déclenchée (Figure 5) (Rochman, 
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Figure 5. Voies de signalisation des récepteurs du GM-CSF et de la TSLP.
(Rochman, Kashyap et al. 2010; van de Laar, Coffer et al. 2012)
1.3.3. Les sites de liaison GAS ([IFNy-activated sequence)
STAT5a et STAT5b partagent une grande homologie de séquence, et différent 
uniquement de six acides aminés dans leur domaine de liaison à l’ADN. Ces deux facteurs 
de transcription se lient donc aux mêmes motifs de liaison à l’ADN au sein du promoteur 
des gènes cibles. Il s’agit d’une séquence GAS selon le modèle TTC(T/C)N(G/A)GAA 
(Lin and Léonard 2000). Cette séquence, appelée séquence GAS « consensus » (GASc), 
permet la liaison préférentielle des dimères STAT5a ou STAT5b. Cependant, lorsque cette 
séquence est présente en tandem sur le promoteur du gène cible, les dimères STAT5a ou 
STAT5b s’assemblent en tétramères dans le noyau afin de se lier à la séquence GAS dite 
« non consensus » (GASnc) afin de contrôler la transcription du gène cible (Lin, Li et al. 
2012). Ainsi, la structure du promoteur des gènes cibles de STAT5 permet une liaison 
différentielle des dimères et tétramères de STAT5 qui engendre des fonctions biologiques 
distinctes.
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1.3.4. Effets biologiques de STAT5
1.3.4.1. Rôle de STAT5 dans le développement et la fonction cellulaire
STAT5a et STAT5b peuvent être activés par de nombreuses cytokines et facteurs de 
croissance (Lin and Léonard 2000). Bien que les deux facteurs de transcription partagent 
les mêmes motifs de liaison GAS, ils exercent des effets biologiques différents, en fonction 
du contexte cellulaire, du type de cytokines activatrices, et du contexte pathologique. Par 
exemple, les souris statSa-/- révèlent un rôle primordial de STAT5a dans le processus de 
lactogénèse via l’activation du gène de la (3 caséine sous l’effet de la prolactine, ainsi que 
dans le développement des glandes mammaires chez les souris femelles. D’autre part, chez 
les souris déficientes en statSb, les déficits de la signalisation des hormones de croissance 
engendrent des défauts de développement des caractères sexuels secondaires et une stérilité 
chez les souris mâles (Lin and Léonard 2000). Chez les cellules du système immunitaire, 
contrairement à STAT5a, STAT5b possède un rôle préférentiel dans la signalisation de 
l’IL-2 et de l’IL-15. En effet, les souris stat5b-/- sont caractérisées par une prolifération 
réduite des lymphocytes T en réponse à l’IL-2, en raison du défaut d’expression de la 
chaîne a  du récepteur de l’IL-2 (IL-2Ra, CD25) chez ces cellules. Ainsi, Cd25, gène cible 
direct de STAT5b, n’est plus exprimée chez les lymphocytes T, qui ne peuvent donc plus 
proliférer de façon efficace en réponse à l’IL-2. D’autre part, une altération de l’activité des 
lymphocytes NK est aussi observée chez ces souris. Ce phénomène est en partie dû à un 
défaut d’induction du gène des perforines en réponse à l’IL-2 et l’IL-15, montrant bien le 
rôle de STAT5b dans la prolifération et l’activité cytotoxique des lymphocytes NK. Par 
contre, chez les souris stat5a-/- ces défauts sont plus atténués, tel que rapporté par Lin, J. X. 
et Léonard, W. J. (Lin and Léonard 2000).
Une étude réalisée par Lin, J. X., P. Li, et collaborateurs en 2012 révèle un rôle 
prédominant et important de la forme tétramérique de STAT5 dans les fonctions et 
l’homéostasie des cellules immunitaires. En effet, cette étude montre que chez les souris 
déficientes en STAT5 tétramérique, la fonction cytotoxique des lymphocytes T CD8+ dans 
le contexte d’une infection virale est altérée. De plus, les Treg sont inefficaces dans la
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régulation de l’inflammation dans un modèle murin de colite ulcéreuse. Ces données 
indiquent que la forme tétramérique de STAT5 est nécessaire dans les réponses 
immunitaires antivirales mais aussi dans le maintien de l’activité régulatrice des Treg in 
vivo (Lin, Li et al. 2012).
Enfin, chez les cellules souches hématopoiétiques (CSH), les deux facteurs de transcription 
STAT5a et STAT5b interviennent dans la régulation de leur survie, leur prolifération, leur 
renouvellement, et le contrôle du cycle cellulaire (Nosaka, Kawashima et al. 1999). De 
plus, chez les souris stat5a/b-/~ l’hématopoïèse est grandement perturbée. Ces souris 
présentent une réduction drastique de la cellularité de la moelle osseuse, associée à une 
lymphopénie, une anémie, une thrombocytopénie et une réduction du nombre de 
précurseurs de lymphocytes B (Paukku and Silvennoinen 2004).
1.3.4.2. Activation constitutive de STAT5 et cancers
Outre leur rôle dans l’homéostasie cellulaire et la réponse aux cytokines, STAT5a et 
STAT5b sont activés de façon constitutive dans de nombreux cancers : les leucémies 
lymphocytiques et myéloïdes (aigües et chroniques), les cancers solides tels que le cancer 
du sein, et les cancers de la tête et du cou. La phosphorylation constitutive de STAT5 
résulte de l’hyperactivité des tyrosines kinases telle que Jak3, qui sont activées de façon 
constitutive. En conséquence, STAT5 est recruté en permanence au niveau des récepteurs. 
La cascade de signalisation de STAT5 est donc continuellement activée et induit la 
transcription des gènes de survie cellulaire ou du cycle cellulaire, tels que Bcl-x(L), Mcl-1, 
cyclines D1/D2, et c-Myc (Buettner, Mora et al. 2002). STAT5 joue donc un rôle clé dans 
la transformation maligne et l’immortalité des cellules cancéreuses.
Dans le cas de la leucémie myéloïde chronique, l’oncogène Bcr-Abl s’exprime dans les 
lymphocytes après transformation maligne et induit leur prolifération incontrôlée. La 
protéine de fusion Bcr-Abl, qui est une protéine kinase induite dans les leucémies 
chroniques lymphoïdes, induit la phosphorylation constitutive de STAT5 et donc la 
transcription continuelle des gènes antiapoptotiques et de prolifération cellulaire (Buettner, 
Mora et al. 2002). Une étude de Moriggl et collaborateurs a mis en évidence l’activité
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oncogène des tétramères de STAT5 dans les leucémies à lignées multiples chez l’homme, 
montrant ainsi l’implication de l’activation constitutive de STAT5 dans les transformations 
malignes (Moriggl, Sexl et al. 2005).
1.3.5. Rôle de STAT5b dans la tolérance immunitaire
STAT5b joue un rôle central dans le maintien de la tolérance immunitaire, et ce 
principalement par son effet biologique chez les Treg d’une part, et chez les DC d’autre 
part. STAT5 intervient aussi dans le phénomène d’AICD sous le contrôle de l’IL-2 en 
induisant l’expression de FasL, assurant ainsi la délétion périphérique des lymphocytes T 
effecteurs in vivo. Ce mécanisme est particulièrement important pour l’élimination des 
lymphocytes T autoréactifs et le maintien de la tolérance immune (Lin and Léonard 2000).
1.3.5.1. Rôle de STAT5 dans la fonction et l’homéostasie des lymphocytes T régulateurs
Foxp3 est un facteur de transcription critique pour le développement thymique et la 
fonction des Treg. En effet, des mutations du gène foxp3 chez la souris induisent un 
syndrome auto-immun sévère appelé IPEX (immune dysregulation, polyendocrinopathy, 
enteropathy, X-linked syndrome) et affecte plusieurs organes. STAT5b active la 
transcription du gène foxp3 en réponse à l’IL-2 et est donc un facteur de transcription 
critique pour le maintien de l’homéostasie des Treg. En outre, STAT5b assure le maintien 
de l’activité régulatrice et la survie des Treg en induisant d’une part l’expression de CD25 
(IL-2Ra), qui est le marqueur de surface des Treg et qui permet la formation d’un récepteur 
de haute affinité à l’IL-2 et d’autre part l’expression de la protéine antiapoptotique Bcl-2 
(Kanai, Jenks et al. 2012).
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1.3.5.2. Anomalies de la voie Jak/STAT5b et auto-immunité
Outre les souris déficientes en Foxp3 ou en CD25, des souris STAT5a-/- ou 5b-/- ont 
permis de mettre en valeur le rôle crucial de STAT5 dans le maintien de la tolérance 
immunitaire. En effet, les pathologies auto-immunes observées chez ces souris sont 
similaires à celles qui se produisent chez les souris déficientes en CD25 ou Foxp3, illustrant 
le rôle clé de la voie de signalisation Jak/STAT5b dans le maintien du nombre et de la 
fonction des Treg (Snow, Abraham et al. 2003).
D’ailleurs, ces observations faites chez la souris ont aussi été décrites chez l’homme. En 
effet, des cas cliniques de déficience en STAT5b ont été décrits pour la première fois en 
2003, avec comme principaux syndromes : une résistance aux hormones de croissance qui 
engendre un retard de croissance, associée à des maladies auto-immunes systémiques telles 
que l’ITP (Purpura thrombocytopénique idiopathique), TAIT (Thyroïdite auto-immune), et 
l’arthrite juvénile systémique idiopathique. De plus, ces sujets sont caractérisés par une 
réduction du nombre de Treg due à une plus grande susceptibilité à l’apoptose des Treg 
(Kanai, Jenks et al. 2012).
Ces syndromes auto-immuns résultent d’une déficience du gène stat5b issue de mutations 
autosomales récessives et rares, qui engendrent dans certains cas un défaut de conformation 
des structures de feuillets |3 du domaine de liaison à l’ADN, et dans d’autres cas une 
terminaison précoce de la protéine et donc l’absence de protéines STAT5b fonctionnelles 
(Kanai, Jenks et al. 2012).
1.3.5.3. Défauts de structure et de fonction de STAT5b chez la souris NOD
Afin de cerner les gènes potentiels impliqués dans la résistance au diabète de type 1, 
des souris NOD congéniques pour différents loci de susceptibilité ont été générées. Parmi 
celles-ci on note les souris NOD congéniques porteuses du locus Idd4 de souris C57B/6 
résistantes au diabète. Ces souris ont montré une réduction significative de l’incidence de la 
maladie, associée à une baisse importante de l’infiltration leucocytaire dans les îlots de 
Langerhans (Grattan, Mi et al. 2002). De façon intéressante, le gène stat5b est localisé dans
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ce même locus Idd4, et met en valeur le rôle potentiel de STAT5b de forme wild-type (WT) 
dans la protection contre le diabète.
Par ailleurs, la souris NOD est caractérisée par des défauts structurels et fonctionnels de la 
protéine STATSb. D’une part, la présence de la forme tronquée de STAT5 (ct-STAT5), qui 
exerce une fonction dominante-négative associée à une liaison plus prolongée à l’ADN, a 
été décrite chez les splénocytes de souris NOD. En effet, le ratio STAT5:ct-STAT5 est 5 à 
8 fois plus faible chez la souris NOD en comparaison avec les souris C57B/6. En outre, 
STAT5 joue un rôle primordial dans l’homéostasie et l’activité régulatrice des Treg. De ce 
fait, l’expression protéique plus élevée de la forme ct-STAT5 chez ces cellules induit une 
dysfonction de la voie Jak/STAT5. Cette dysfonction, qui est en lien avec le locus Idd4 sur 
le chromosome 11 de la souris NOD, est un des aspects moléculaires favorisant 
l’immunopathogénèse du diabète de type 1 (Davoodi-Semiromi, McDuffïe et al. 2007).
D’autre part, une mutation ponctuelle affectant la séquence du domaine de liaison à l’ADN 
de la forme complète de STAT5b a été décrite chez la souris NOD (Davoodi-Semiromi, 
Laloraya et al. 2004). Cette mutation correspond à une substitution C1462A sur la séquence 
du gène stat5b. Cette mutation génique engendre une substitution L327M sur la protéine 
STAT5b. Or la Leu327 est le premier résidu du domaine de liaison à l’ADN de STAT5b, 
ce qui résulte en une liaison plus faible à l’ADN de la protéine mutante. Chez la souris 
NOD, cette mutation induit une réduction quantitative de l’expression de gènes cibles 
importants à l’homéostasie et la fonction des Treg tels que ceux codant pour la chaîne |3 du 
récepteur de l’IL-2 (il-2rf$, CD122), pim l et foxp3 (Davoodi-Semiromi, Laloraya et al. 
2004; Murawski, Litherland et al. 2006).
STAT5b est exprimé de façon ubiquitaire dans les cellules du système immunitaire, et non 
pas seulement chez les Treg. Les anomalies de structure et de fonction de la protéine 
STAT5b peuvent affecter particulièrement la fonction des APC chez la souris NOD. 
D’ailleurs, chez les monocytes et les macrophages de ces souris, une activation persistante 
de la forme tronquée de STAT5 a été décrite, avec pour conséquence un phénotype pro­
inflammatoire incluant une expression aberrante de GM-CSF et de COX2/PGS2 
(Cyclooxygénase 2 / Prostaglandine synthase 2) (Litherland, Xie et al. 2005).
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Le rôle de STAT5b dans le développement et la fonction des DC reste très peu étudié. 
Toutefois, des évidences montrent l’implication de STAT5b dans l’induction préférentielle 
de DC conventionnelles CD1 lc+CDl lb+ en réponse au GM-CSF, en partie par l’inhibition 
de l’expression du facteur de transcription IRF-8 qui est spécifique aux pDC (van de Laar, 
van den Bosch et al. 2011; Li and Watowich 2012). Cependant, le rôle précis des sous- 
populations de DC induites par STAT5b reste très peu défini.
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2- Hypothèse et objectifs de recherche
2.1. Hypothèse
La surexpression de la forme constitutivement active de STAT5b chez les DC de souris 
NOD rétablirait leur fonction tolérogène et induirait une protection contre le diabète.
2.2. Objectifs
1) Générer des souris NOD transgéniques surexprimant de façon constitutive la forme 
active de STAT5b spécifiquement dans les DC (NOD-5B).
2) Étudier le phénotype et la fonction des DC de souris transgéniques NOD-5B.
3) Analyser l’effet des DC de souris transgéniques NOD-5B sur la régulation des fonctions 
des lymphocytes T CD4+ et CD8+ diabétogènes.
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3- Matériel et méthodes
3.1. Animaux
Génération des souris transgéniques NOD-5B : Afin de générer des souris NOD 
transgéniques qui expriment la forme constitutivement active de STAT5b au sein des DC, 
la construction rétrovirale bicistronique de type Murine Stem Cell Vector (MSCV) a été 
utilisée. Le gène d’intérêt STAT5bl*6, dont la séquence initiale provient de souris 
résistantes au diabète C57B/6, comporte deux mutations ponctuelles, l’une dans le domaine 
de transactivation (S715F) et l’autre en amont du domaine de liaison à l’ADN (H298R) 
(Onishi, Nosaka et al. 1998). Ces deux mutations permettent la phosphorylation 
constitutive du résidu Tyrosine Y699 et la liaison à l’ADN de la protéine STAT5bl*6. La 
protéine mutante STAT5bl*6 est donc active de façon constitutive (Farrar 2010). Ce gène 
est inséré à la suite du promoteur cd lle  afin de permettre l’expression tissu-spécifique du 
transgène chez les DC. Le marqueur de sélection qui est la protéine GFP (Green fluorescent 
protein), dont le gène est inséré à la suite d’une séquence IRES (.Internai Ribosomal Entry 
Site), est synthétisée simultanément à l’expression du transgène STAT5bl*6 au sein des 
DC.
Les souris NOD Ltj, utilisées comme contrôles, et les souris NOD.SCID, NOD.BDC2.5 et 
NOD.Foxp3-KI-GFP proviennent de the Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME). Les souris 
NOD.BDC2.5 sont des souris TCR-transgéniques établies sur fond génétique NOD dont le 
TCR des lymphocytes T CD4+ est spécifique à des peptides de cellules |3 du pancréas 
(Katz, Wang et al. 1993). Les clones T BDC2.5-CD4+ issus de ces souris sont donc 
diabétogènes et sont utilisés au cours d’études cellulaires fonctionnelles spécifiques de 
peptides de cellules 0. Chez les souris NOD.Foxp3-KI-GFP, une séquence IRES-GFP est 
présente à la suite du gène foxp3 (knock-in). Les Treg Foxp3+ de ces souris sont donc 
GFP+, ce qui permet aisément de les distinguer par cytométrie de flux (Bettelli, Carrier et 
al. 2006). Les souris NOD.BDC2.5-Foxp3-KI-GFP ont été générées en croisant les souris 
NOD.BDC2.5 et les souris NOD.Foxp3-KI-GFP. Les souris 8.3-NOD ont été obtenues de 
Dr. P. Santamaria (Microbioîogy and Infectious Diseases, University o f  Calgary, Alberta, 
Canada). Ces souris TCR-transgéniques ont été générées à partir d’un clone de
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lymphocytes T CD8+ diabétogène, le clone NY8.3 (Verdaguer, Yoon et al. 1996). La 
chaîne (3 du TCR des lymphocytes T 8.3-CD8+ est spécifique d’un peptide de cellules (3 du 
pancréas.
Les animaux ont été maintenus dans un environnement exempt de pathogènes à 
l’animalerie de la Faculté de médecine et des sciences de la santé de l’Université de 
Sherbrooke, selon les normes du Conseil canadien de protection des animaux (CCPA).
3.2. Incidence du diabète
Les souris ont été testées pour la présence de glucose urinaire avec des bandelettes 
réactives Uristix (Bayer, Minneapolis, MN). Elles sont considérées diabétiques après deux 
tests positifs consécutifs. Les souris NOD-5B ont été testées jusqu’à 60 semaines d’âge, et 
les souris NOD contrôles jusqu’à l’apparition du diabète.
3.3. Histopathologie
L’inflammation des îlots pancréatiques (insulite) est quantifiée sur des coupes de 
pancréas colorées à l’Hématoxyline-éosine (H&E) après fixation dans de la Formalin 10% 
puis inclusion dans la paraffine. Les scores d’insulite sont déterminés sur une échelle de 0 à 
4 (0 : îlot sain, 1 : péri-insulite, 2 : infiltration leucocytaire jusqu’à 25% de la masse de 
l’îlot, 3 : infiltration leucocytaire jusqu’à 75%, 4 : moins de 20% de masse restante).
3.4. Cytométrie de flux
Marquages de surface : Les splénocytes et les cellules des ganglions pancréatiques (PLN) 
et mésentériques (MLN) sont prélevées, lavées au PBS puis marquées avec des anticorps 
pour être analysées par cytométrie de flux (FACS Calibur et/ou FACS Canto, Becton 
Dickinson, Oakville, ON). Les données sont analysées à l’aide des logiciels CellQuest Pro 
(BD Bioscience, Oakville, ON) et/ou FlowJo (Tree Star, Inc., Ashland, OR).
Les anticorps utilisés sont : PE-anti-CDl le (clone N418), PE-anti-CDl lb (clone Ml/70), 
biotin-anti-B220 (clone RA3-6B2), PerCP-Cy5.5-anti- F4/80 (clone BM8), biotin-anti-I-Ad 
(clone 39-10-8), PE-Cy5-anti-CD80 (clone 16-10A1), -anti-CD86 (clone GL1) et -anti- 
CD40 (clone 1C10), PE-anti-CD8a (clone 53-6.7), FITC-anti-Vp 8.1, 8.2 TCR (clone
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MR5-2), PeCy7-anti-CD25 (clone PC61.5), APC-anti-CD4 (clone GK1.5). Les anticorps 
biotinylés sont marqués avec des anticorps secondaires conjugués à la streptavidine-PerCP 
(eBioscience, San Diego, CA).
Marquages intracellulaires : Pour le marquage intracellulaire des facteurs de transcription 
STAT5 et Foxp3, les DC purifiées et les cellules totales de la rate, des PLN et MNL sont 
fixées puis perméabilisées en utilisant le Foxp3 Staining Kit (eBioscience, San Diego, CA). 
Les anticorps utilisés sont: anti-STAT5 purifié provenant du lapin, suivi de l’anticorps 
secondaire IgG Alexa647-anti-lapin (Cell Signaling Technology), et l’anticorps PE-anti- 
Foxp3 (clone FJK-16s) (eBioscience, San Diego, CA). Pour le marquage des cytokines et 
autres protéines intracellulaires, des solutions commerciales ont été utilisées. Les cellules 
sont fixées par IC Fixation buffer puis perméabilisées dans du Ix Permeabilization buffer 
(eBioscience, San Diego, CA). Les anticorps utilisés sont : PE-anti-CTLA4 (clone UC10- 
4B9) et PE-anti-ILlO (clone JES5-16E3) (eBioscience, San Diego, CA).
3.5. Isolation des DC et des lymphocytes T
Les DC et les lymphocytes T CD4+ et CD8+ sont purifiés de la rate des souris à 
l’aide d’anticorps couplés à des billes magnétiques (MACS, Miltenyi Biotec). Les DC 
spléniques sont isolées après digestion des rates à la collagénase D (Roche Diagnostics, 
QC, CA) puis marquage avec des anticorps anti-CDllc couplés aux billes magnétiques 
(clone N418) et ensuite par séparation par les colonnes MACS (Miltenyi Biotec). Les 
lymphocytes T CD4+, CD8+ et CD4+CD25+ (Treg) sont purifiés à l’aide des kits 
d’isolation de Miltenyi Biotec. La pureté a été déterminée par cytométrie de flux et est 
supérieure à 96% pour les DC, et avoisine les 98% pour les lymphocytes T. Les 
lymphocytes T CD4+Foxp3+GFP+ et CD4+Foxp3-GFP- ont été isolés des rates de souris 
NOD.BDC2.5-Foxp3-KI-GFP par tri cellulaire après marquage de surface avec un 
anticorps APC-anti-CD4 (clone GK1.5) (FACS Aria III, BD Biosciences).
3.6. Immunobuvardage de type Western
Des DC de souris NOD et NOD-5B sont générées de la moelle osseuse (BMDC) de 
la façon suivante : la moelle osseuse est prélevée des tibias et fémurs des souris, puis mise 
en culture dans du milieu LCM complet dans des boîtes de pétris non adhérentes en
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présence de GM-CSF (5 ng/ml) et d’IL-4 (4.5 ng/ml) (R&D Systems, Minneapolis, MN). 
Au 3ème jour de culture, 10 ml de milieu LCM complet contenant 5ng/ml de GM-CSF et 4.5 
ng/ml d’IL-4 sont ajoutés par boîte de pétris. Au 5ème jour, 10 ml de milieu sont retirés et 
remplacés par du milieu frais. Au jour 7, les BMDC sont récupérées puis lavées au PBS.
Pour l’extraction des protéines totales, les DC sont incubées pendant 20 minutes sur glace 
dans un tampon composé de 50mM de Tris, 0.15 M de NaCl, ImM de DTT, 1% de Triton 
X-100, ImM d’AEBSF, ImM de PMSF, 10 mM de NaF, 2 mM de Na3V 04, 2mM de 
Nappi, 10 pg/ml de leupeptine/pepstatine A, et 10 pg/ml d’aprotinine. Par la suite, 30 [xg 
d’extraits de protéines totales sont séparés sur gel SDS-PAGE 10%, puis transférés sur une 
membrane de nitrocellulose (Hybond-ECL, Amersham Biosciences, Piscataway, NJ). Les 
membranes sont bloquées avec une solution de TBS-Tween avec 5% de lait en poudre 
écrémé à température pièce pendant une heure, puis incubées avec un anticorps primaire 
purifié du lapin dirigé contre STAT5 ou pSTAT5 (Y694/699) toute la nuit à 4°C (Cell 
Signaling, Danvers, MA). Les membranes sont lavées avec du TBS-Tween puis incubées à 
température pièce avec un anticorps secondaire anti-lapin conjugué à la peroxydase de 
raifort (HRP) (Cell Signaling, Danvers, MA). La liaison des anticorps est révélé par 
chimiluminescence (ECL, Enhanced chemiluminescence) (GE Healthcare, Baie-d’Urfé, 
QC).
3.7. Cultures cellulaires et production de cytokines
Les DC spléniques sont purifiées, puis mises en culture dans une plaque de 96 puits à 
fond arrondi, dans du milieu LCM complet constitué de RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St- 
Louis, MO) supplémenté de 100 U/lm de pénicilline G, 100 pg/ml de strepromycine, 2mM 
de L-Glutamine, 50 mM de 2-mercaptoéthanol et 10% de FBS inactivé (sérum bovin fœtal, 
Sigma Aldrich, St-Louis, MO). Les DC sont stimulées ou non au LPS (lipopolysaccharide 
de E.Coli, Sigma-Aldrich, St-Louis, MO) (lpg/ml). Les surnageants sont ensuite prélevés 
après 48h de culture, puis testés pour la présence d’IL-10, d’IL-6 et de TGF{3 par ELISA 
en suivant les instructions du manufacturier (R&D Systems, Minneapolis, MN).
Pour la détection d’IL-12p70, des BMDC sont générées à partir de la moelle osseuse de 
souris NOD et NOD-5B tel que décrit précédemment (section 3.6). Au jour 7, les BMDC
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sont récupérées, lavées au PB S puis stimulées au LPS (lpg/ml) pendant 48h dans une 
plaque de 96 puits à fond arrondi. Les surnageants sont prélevés et analysés par ELISA 
pour la présence d’IL-12p70 (R&D Systems, Minneapolis, MN).
Les lymphocytes T CD4+ et CD8+ purifiés de souris NOD et NOD-5B sont stimulés avec 
des anticorps anti-CD3 (5pg/ml) et anti-CD28 (2pg/ml) (eBioscience, San Diego, CA) 
pendant 48h. La production d’IL-10 et d’IL-4 dans les surnageants est quantifiée à l’aide de 
kits ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN),
Pour la détection d’IL-10 et d’IL-4 produites par les lymphocytes T CD4+CD25+ (Treg) et 
CD4+CD25- des souris NOD et NOD-5B, les cellules sont purifiées puis stimulées avec de 
l’anti-CD3 (5mg/ml) et de l’IL-2 (20 U/ml), pendant 48h. Les surnageants sont ensuite 
récupérés et analysés par ELISA pour la quantification des cytokines. (R&D Systems, 
Minneapolis, MN).
3.8. Tests de prolifération des lymphocytes T diabétogènes
Après purification, les DC spléniques de souris NOD et NOD-5B sont lavées puis 
puisées avec le peptide BDC2.5 AV10 (AVRPLWVRME) (0.5 pg/ml), qui est un 
mimotope d’un peptide de cellules (3 du pancréas spécifiquement reconnu par les 
lymphocytes T BDC2.5-CD4+ diabétogènes (Tumer, Kane et al. 2009). Les lymphocytes T 
BDC2.5-CD4+ sont isolés de la rate des souris NOD.BDC2.5 à l’aide d’anticorps couplés 
aux billes magnétiques (Miltenyi Biotec), puis mis en coculture avec les DC spléniques à 
un ratio 1:4, soit lxlO4 DC pour 4xl04 lymphocytes T, pendant 72h. Après 48h de culture, 
les surnageants sont prélevés et du milieu frais est ajouté contenant 1 pCi de [3H]- 
Thymidine par puits pendant les 18 dernières heures. L’incorporation de [3H]-Thymidine 
est mesurée par un compteur à émissions P (1215 Rackbeta, PerkinElmer, Waltham, MA).
3.9. Essais de suppression
L’activité suppressive des Treg et des lymphocytes T CD4+CD25- purifiés de la rate 
des souris NOD et NOD-5B est analysée in vitro. Les lymphocytes T sont préactivés avec 
l’anti-CD3 (5pg/ml) en présence d’IL-2 (20U/ml) pendant 48h, lavés au PBS puis mis en 
coculture avec des lymphocytes T 8.3-CD8+ diabétogènes purifiés de la rate de souris 8.3-
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NOD (2xl04 lymphocytes T/puits) selon les ratios 1:1, 2:1 et 4:1, en présence d’APC 
totaux de souris NOD (lxlO5 splénocytes/puits) pendant 72h. Les APC sont irradiées à 
25Gy puis puisées avec le peptide NRP-A7, qui est un analogue à l’IGRP (Islet glucose-6- 
phosphatase relatedproteiri) exprimée au niveau des cellules (3 et spécifiquement reconnue 
par les lymphocytes T 8.3-CD8+ diabétogènes. Durant les 18 dernières heures de coculture, 
les cellules sont puisées avec lpCi de [3H]-Thymidine par puits. L’incorporation de la 
thymidine est mesurée à l’aide d’un compteur à émissions (3 (1215 Rackbeta, PerkinElmer, 
Waltham, MA).
3.10. Transferts adoptifs
Les cellules de rate totale de souris NOD ou NOD-5B sont injectées par voie IV dans 
la veine latérale de la queue de souris NOD.SCID receveuses âgées de 4 à 8 semaines 
(7xl06 cellules/souris receveuse). Dans certaines expériences, les DC sont déplétées des 
cellules de la rate totale des souris donneuses avant l’injection. Sept jours après l’injection, 
les souris NOD.SCID receveuses sont testées deux fois par semaine pour la présence de 
glucose urinaire à l’aide des bandelettes réactives Uristix (Bayer, Minneapolis, MN). Les 
souris sont considérées diabétiques après deux tests positifs consécutifs.
3.11. Transferts de DC
Les DC sont purifiées de la rate des souris NOD ou NOD-5B à l’aide des anticorps 
anti-CDllc (clone N418) couplés aux billes magnétiques (Miltenyi Biotec). La pureté des 
cellules CD llc+ est déterminée par cytométrie de flux et est > 95%. Les DC sont ensuite 
lavées au PBS puis injectées par voie IV (6xl06 DC/souris) à des souris NOD Ltj 
prédiabétiques âgées de 8 à 10 semaines. L’apparition du diabète est suivie chez les souris 
receveuses deux fois par semaines, par des tests de glucosurie à l’aide des bandelettes 
réactives Uristix (Bayer, Minneapolis, MN). Les souris sont considérées diabétiques après 
deux tests positifs consécutifs.
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4- Résultats
4.1. Analyse de la surexpression de pSTAT5b chez les DC
Dans le but de confirmer l’expression du transgène STAT5bl*6, nous avons vérifié 
la surexpression tissu-spécifique de pSTAT5b au sein des DC chez les souris NOD-5B. 
Nous avons commencé par analyser l’expression de la GFP chez les DC. Les cellules de 
rate totale de souris NOD et de souris NOD-5B ont été marquées avec un anticorps anti- 
C D llc (clone N418) puis analysées par cytométrie de flux. Les résultats montrent que 
toutes les cellules CDllc+, et donc les DC, expriment la protéine GFP chez les souris 
NOD-5B alors que les cellules C D llc+ des souris NOD ne l’expriment pas (Figure 6A). 
Pour confirmer la surexpression protéique de STAT5 et sa forme constitutivement 
phosphorylée (pSTAT5) au sein des DC de souris NOD-5B, un immunobuvardage de type 
Western a été réalisé sur des extraits de protéines totales de BMDC. Les résultats montrent 
une surexpression constitutive de pSTAT5 associée à une augmentation des protéines 
totales STAT5 chez les DC de souris NOD-5B comparativement aux BMDC de souris 
NOD (Figure 6B). Ces résultats confirment la surexpression et l’activation constitutive de 








Figure 6. Surexpression de pSTAT5 chez les DC de souris NOD-5B. A)Les splénocytes 
totaux de souris NOD et NOD-5B ont été marqués avec un anti-CDl le puis analysée par 
cytométrie de flux pour déterminer l’expression de la GFP sur les cellules CD llc+. B) 
Western Blot réalisé avec des extraits de protéine totales de BMDC de souris NOD et 
NOD-5B montrant l’expression de pSTAT5 et STAT5 total. La (3-actine a été utilisée 
comme contrôle. Les résultats sont représentatifs de cinq (A) et deux (B) expériences
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indépendantes.
4.2. Incidence du diabète et quantification de l’insulite chez les souris NOD-5B
Afin de déterminer le rôle de STAT5bl*6 exprimé dans les DC des souris NOD-5B 
dans la protection contre le diabète, les souris ont été testées pour l’apparition du diabète 
jusqu’à 60 semaines d’âge, et la courbe de l’incidence du diabète au sein de la colonie a été 
établie. Les résultats révèlent que toutes les souris NOD-5B sont résistantes au diabète 
(Figure 7A). Les souris NOD contrôles sont devenues diabétiques dès 14 semaines d’âge, et 
l’incidence du diabète chez ces souris a atteint 100% à 30 semaines d’âge. Chez la souris 
NOD, les manifestations cliniques du diabète de type 1 sont en corrélation avec une 
inflammation des îlots de Langerhans qui se manifeste par une infiltration leucocytaire 
massive aboutissant à la destruction des îlots (Tisch, Yang et al. 1993). Cette inflammation 
ou insulite débute entre 5 et 8 semaines d’âge et se poursuit jusqu’à la destruction totale des 
îlots. Dans le but de quantifier l’insulite chez les souris NOD-5B, les coupes de pancréas 
ont été analysées par microscopie optique après coloration H&E, et les scores 
d’inflammation ont été assignés tel que décrit dans le chapitre Matériel et méthodes. Les 
résultats montrent que l’inflammation insulaire est très réduite chez les souris NOD-5B à 5 
semaines. De plus, entre la 10ème et la 25eme semaine, 80% des îlots sont intacts chez ces 
souris. Enfin, chez les souris NOD-5B plus âgées (36 semaines), plus de 50% des îlots sont 
sains. Cependant, à cet âge, environ 20% des îlots sont atteints de péri-insulite. Toutefois, 
les îlots ayant une infiltration plus importante caractérisée par les scores 3 et 4 ne 
représentent qu’environ 25% des îlots observés. Ces résultats démontrent donc une intégrité 
conservée de la plus part des îlots de Langerhans en comparaison avec les souris NOD 
contrôles, et une insulite tardive non destructive qui va de pair avec la résistance au diabète 
chez les souris NOD-5B (Figure 7B).
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Figure 7. La surexpression de pSTAT5b induit une protection contre le diabète chez 
les souris NOD-5B. A) Incidence du diabète chez les souris NOD-5B et chez les souris 
NOD contrôles. B) Les scores d’insulite ont été déterminés sur des coupes de pancréas à 5, 
10, 15, 25 et 36 semaines d’âge (cinq souris par groupe). 0 : îlot sain, 1 : péri-insulite, 2 : 
infiltration leucocytaire jusqu’à 25% de la masse de l’îlot, 3 : infiltration leucocytaire 
jusqu’à 75%, 4 : moins de 20% de masse restante.
4.3. Effet de STAT5b sur le phénotype et le profil de cytokines des DC
Puisque les souris NOD-5B sont résistantes au diabète, nous avons cherché à 
déterminer quels mécanismes cellulaires sont impliqués dans la protection contre le diabète 
chez ces souris. Nous avons premièrement investigué l’effet de STAT5bl*6 sur le 
phénotype et la production de cytokines des DC, afin de déterminer si ces DC acquièrent ou 
non des caractéristiques tolérogènes. Nous avons donc analysé par cytométrie de flux 
l’expression du CMH II et des molécules de costimulation CD80, CD86 et CD40 chez les 
DC spléniques avant et après stimulation au LPS. Avant stimulation au LPS, les résultats 
montrent une faible expression des molécules CD80, CD86 et CD40 chez les DC des souris 
NOD (NOD DCs) et NOD-5B (NOD-5B DCs) (Figure 8A et 8B). Après exposition au 
LPS, les NOD-5B DCs expriment plus fortement ces molécules de costimulation en 
comparaison avec les NOD DCs (Figure 8A et 8B). Outre leurs propriétés costimulatrices, 
les DC peuvent induire un environnement tolérogène par la sécrétion de cytokines anti­
inflammatoires comme l’IL-10 et le TGF{3 (Taylor, Verhagen et al. 2006). Le profil de 
cytokines (IL-10 et de TGFf3) des DC spléniques de souris NOD-5B a donc été analysé. Les 
résultats montrent d’une part une sécrétion d’IL-10 réduite chez les NOD-5B DCs (Figure 
8C), et d’autre part une production de TGFj3 qui semble plus élevée chez ces DC (Figure
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8D), en comparaison aux DC de souris NOD. Afin d’analyser la production par les DC de 
cytokines pro-inflammatoires telle que l’IL-12p70, qui est une cytokine inductrice d’un 
phénotype TH1, nous avons quantifié la présence de cette cytokine dans les surnageants de 
BMDC, puisque les DC spléniques des souris NOD n’en produisent que très peu ou pas 
(Gaudreau, Guindi et al. 2007). Les résultats montrent que les BMDC de souris NOD-5B 
ont tendance à produire moins d’IL-12p70 que les BMDC de souris NOD (Figure 8E). Les 
résultats montrent donc que les NOD-5B DCs acquièrent un phénotype mature associé à 
une faible production d’IL-12p70 et d’IL-10 associée à une tendance à la hausse de TGFfL
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Figure 8. Phénotype et profile de cytokines des DC de souris NOD-5B. A) et B)
Les DC spléniques de souris NOD et NOD-5B ont été stimulées (+LPS) ou non (-LPS) au 
LPS pendant 48h (lpg/ml), puis analysées par cytométrie de flux pour l’expression du 
CMH II et des molécules de costimulation CD80, CD86 et CD40. Les résultats sont 
représentatifs de cinq expériences indépendantes. C) et D) Production d’IL-10 et de TGFp 
dans les surnageants des DC spléniques non stimulées et stimulées au LPS (lpg/ml). La 
figure D) représente les concentrations de TGFp obtenues dans des puits individuels, et ce 
pour des raisons expérimentales. Les résultats sont représentatifs de trois expériences 
indépendantes. E) Production d’IL-12p70 dans les surnageants des BMDC non stimulées et 
stimulées au LPS (lpg/ml). Les résultats représentent les moyennes ± écart-type de 
duplicatas (C et E), et sont représentatifs de trois expériences indépendantes.
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4.4. Effet de STAT5b sur la fonction des DC in vitro
Plusieurs études ont montré que le conditionnement des DC à la TSLP, qui induit 
l’activation de la voie de STAT5b, génère un phénotype et une fonction tolérogènes chez 
les DC. Ce phénotype et cette fonction tolérogènes se caractérisent notamment par 
l’induction d’une réponse non-inflammatoire de type TH2 in vitro (Besin, Gaudreau et al. 
2008). D’autres études ont rapporté qu‘un phénotype mature des DC est nécessaire pour 
induire la différentiation des lymphocytes T CD4+ naïfs en Treg Foxp3+ (Lutz and Schuler 
2002; Hubert, Jacobs et al. 2007). Puisque les DC de souris NOD-5B se caractérisent par 
un phénotype mature associé à une production plus importante de TGF|3 que les DC de 
souris NOD, nous avons analysé leur capacité à induire une réponse de type TH2 in vitro 
d’une part, et la conversion des lymphocytes T CD4+ naïfs en Treg d’autre part. Les DC 
spléniques de souris NOD et NOD-5B ont été purifiées puis puisées avec le peptide 
mimotope BDC2.5, et ensuite mises en coculture avec les lymphocytes T BDC2.5-CD4+ 
diabétogènes. Les résultats ont montré que les DC de souris NOD-5B ont la capacité 
d’induire la prolifération des lymphocytes T BDC2.5-CD4+ de façon similaire aux DC de 
souris NOD (Figure 9A). Cependant, l’analyse des cytokines sécrétées dans les cultures 
révèle qu’en présence des DC de souris NOD-5B, la production d’IFNy par les 
lymphocytes T BDC2.5-CD4+ a tendance à être moins importante qu’en présence des DC 
de souris NOD, tandis que la production d’IL-2 est semblable (Figure 9B). Cela dit, la 
production d’IL-10 et d’IL-4 semble supérieure en présence des NOD-5B DCs, en 
comparaison avec les DCs de souris NOD contrôles (Figure 9C). Enfin, des essais de 
conversion de lymphocytes T BDC2.5 CD4+Foxp3- en Foxp3+ ont été réalisés in vitro. 
Ces lymphocytes T ont été purifiés des rates de souris NOD BDC2.5-Foxp3-KI-GFP, et 
l’expression de Foxp3 chez ces lymphocytes T est révélée par analyse de la GFP (Tumer, 
Kane et al. 2009). Les résultats montrent qu’en présence des NOD-5B DCs, une population 
de Treg Foxp3+ est efficacement induite à partir du jour 4 de culture, qui devient plus 
importante au jour 7. Cependant, en présence des DC de souris NOD, l’induction de Treg 
Foxp3+ demeure faible après 4 et 7 jours de co-culture (Figure 9D). Ces résultats mettent 
donc en évidence la capacité des DC de souris NOD-5B à induire de façon peptide- 
spécifique un phénotype non-inflammatoire de type TH2 et une meilleure capacité de 
conversion de lymphocytes T CD4+Foxp3- en Treg.
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Foxp3+ demeure faible après 4 et 7 jours de co-culture (Figure 9D). Ces résultats mettent 
donc en évidence la capacité des DC de souris NOD-5B à induire de façon peptide- 
spécifique un phénotype non-inflammatoire de type TH2 et une meilleure capacité de 
conversion de lymphocytes T CD4+Foxp3- en Treg.
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Figure 9. Les DC de souris NOD-5B induisent une réponse TH2 et la conversion des 
lymphocytes T CD4 naïfs en Treg in vitro. A) Les DC spléniques de souris NOD et 
NOD-5B ont été puisées avec le peptide BDC2.5 AV10 à différentes concentrations (0.01, 
0.05, 0.1 et 0.5 pg/ml), puis mises en coculture avec des lymphocytes T BDC2.5-CD4+ 
(lxlO4 DC + 4x104 lymphocytes T/puits) pendant 72h. L’incorporation de [3H]-Thymidine 
au cours des 18 dernières heures de coculture a ensuite été mesurée. La figure représente les 
moyennes ± écart-type de triplicatas, et est représentative de quatre expériences 
indépendantes. B et C) Les surnageants ont été prélevés après 48h de coculture puis 
analysés par ELISA pour la présence d’IFNy, d’IL-2 (B), d’IL-10 et d’IL-4 (C). Les 
résultats représentent les moyennes et écarts-types de duplicatas, et sont représentatifs de 
quatre expériences indépendantes. D) Les DC ont été puisées avec 0.5pg/ml de peptide 
BDC2.5 (2.5x104 DC/puits) puis mises en coculture avec des lymphocytes T BDC2.5- 
CD4+Foxp3-GFP- (lxlO5 lymphocytes T/puits). Après 4 et 7 jours de culture, le contenu 
des puits a été analysé par cytométrie de flux pour l’expression de la GFP. Résultats de 
quatre expériences indépendantes, exprimés comme moyennes ± écart-type.. **p<0.01.
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4.5. Analyse de la cellularité chez les souris NOD-5B
Nous avons montré que STAT5bl *6 induit une forte maturation des DC et leur 
confère des propriétés tolérogènes in vitro. Afin de valider ces résultats in vivo, nous avons 
tout d’abord analysé la cellularité au niveau de la rate, des PLN et des MLN chez ces 
souris. En effet, l’importance des PLN s’explique par le fait que les événements cellulaires 
se produisant dans le pancréas sont la conséquence de l’activation des lymphocytes T 
effecteurs ou régulateurs dans les PLN alors que la rate et les MLN sont utilisés comme 
organes contrôles (Gagnerault, Luan et al. 2002). Puisque les DC de souris NOD-5B sont 
matures et induisent la conversion des lymphocytes T CD4+ naïfs en Treg in vitro, nous 
avons vérifié si le nombre et la proportion des Treg sont augmentés chez ces souris. Les 
cellules de rate, de PLN et de MLN de souris NOD et NOD-5B ont donc été récupérées 
puis comptées afin de déterminer le nombre de cellules totales présentes dans ces organes 
lymphoïdes secondaires. Les résultats montrent que la cellularité est augmentée de façon 
significative au niveau des ces organes chez les souris NOD-5B comparativement aux 
souris NOD contrôles (Figure 10A). D’autre part, l’identification des sous-populations 
lymphocytaires majoritaires a été déterminée par cytométrie de flux. Les résultats montrent 
qu’en comparaison aux souris NOD contrôles, le pourcentage de lymphocytes T CD4+ 
totaux n’est pas affecté chez les souris NOD-5B (Figure 10B). Toutefois, une forte 
augmentation de la population CD4+CD25+ parmi les lymphocytes T CD4+ totaux au 
niveau de la rate, des PLN et des MLN a été constatée chez les souris NOD-5B (Figure 
10D et E). Puisque la cellularité est augmentée chez les souris NOD-5B (Figure 10A), on 
en déduit donc une augmentation du nombre absolu des lymphocytes T CD4+CD25+ chez 
ces souris. Afin de confirmer le phénotype régulateur des lymphocytes T CD4+CD25+ 
chez les souris NOD-5B, un marquage intracellulaire avec l’anticorps anti-Foxp3 a été 
effectué. Les résultats ont mis en évidence une augmentation de la population de 
lymphocytes T CD4+CD25+ exprimant Foxp3+ et également d’une population de 
lymphocytes T CD4+CD25- exprimant Foxp3 chez les souris NOD-5B (Figure 10F). Chez 
la souris NOD, les lymphocytes T CD8+ sont connus pour jouer un rôle effecteur majeur 
dans la destruction des cellules (3 du pancréas (Tsai, Shameli et al. 2008). Nous avons donc 
caractérisé la proportion des lymphocytes T CD8+ dans la rate, les PLN et les MLN des 
souris NOD et NOD-5B. Les résultats montrent une réduction importante du pourcentage
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des lymphocytes T CD8+ chez les souris NOD-5B par rapport aux souris NOD (Figure 
10C). De façon intéressante, cette diminution des lymphocytes T CD8+ au niveau de la 
rate, des PLN et des MLN est accompagnée d’une augmentation importante de la 
proportion des Treg chez les souris NOD-5B.
4.6. Prolifération et profil de cytokines des lymphocytes T de souris NOD-5B
Les souris NOD-5B sont caractérisées par la présence de DC tolérogènes associée à 
une augmentation de la population de Treg au niveau de leurs organes lymphoïdes 
secondaires, et particulièrement au niveau des PLN. Nous avons donc vérifié si les 
lymphocytes T CD4+ et CD8+ totaux acquièrent un profil tolérogène. En effet, en plus de 
l’activité des DC tolérogènes, il a été montré que les Treg participent à la l’inhibition de la 
fonction effectrice des lymphocytes T autoréactifs, notamment en limitant la réponse 
immune au niveau des ganglions périphériques de l’organe cible. Par exemple, dans le 
contexte d’EAE, les Treg empêchent les lymphocytes T effecteurs d’atteindre le tissu 
cérébral et permettant ainsi le contrôle de leur activité effectrice néfaste (Davidson and 
Shevach 2011). De plus, chez la souris NOD, des études ont clairement démontré 
l’importance du phénotype des lymphocytes T au cours du processus de protection contre le 
diabète. En effet, chez des souris NOD traitées à la TSLP et résistantes au diabète, ces 
lymphocytes T acquièrent un profil de cytokines de type TH2 défini par une importante 
production d’IL-4 et d’IL-10, en comparaison à des souris NOD diabétiques (Besin, 
Gaudreau et al. 2008).
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Figure 10. Augmentation des Treg dans les organes lymphoïdes secondaires des souris 
NOD-5B. A) Nombres de cellules totales des rates (n=12), PLN (n=5) et MLN (n=9) des 
souris NOD et NOD-5B. B et C) Les cellules de la rate, des PLN et des MLN de souris 
NOD et NOD-5B ont été récupérées puis marquées avec un anti-CD4 et un anti-CD8 avant 
d’être analysées par cytométrie de flux. Les résultats représentent le pourcentage de 
cellules T CD4+ ou CD8+ parmi les cellules vivantes totales. D) Analyse par cytométrie de 
flux représentant les pourcentages de lymphocytes CD4+CD25+ et CD4+CD25- parmi les 
populations de lymphocytes T CD4+ totaux des souris NOD et NOD-5B. FACS 
représentatifs de douze expériences indépendantes. E) Compilation des pourcentages de 
lymphocytes T CD25+ parmi les lymphocytes T CD4+ totaux des souris NOD et NOD-5B. 
F) Compilation des pourcentages de cellules Foxp3+ parmi les lymphocytes T 
CD4+CD25+ et CD4+CD25- chez les souris NOD et NOD-5B.. Les résultats représentent 
la moyenne et l’écart-type de cinq expériences indépendantes. ****p<0.0001; **p<0.01; 
*p<0.05 (Two-Way ANOVA).
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Afin de déterminer les caractéristiques fonctionnelles des lymphocytes T des souris 
NOD-5B, leur capacité de prolifération et leur profil de cytokines en réponse à la 
simulation avec de Fanti-CD3 et de l’anti-CD28-ont été investigués in vitro. Les résultats 
montrent une prolifération qui semble plus importante chez les lymphocytes T CD4+ et 
CD8+ des souris NOD-5B, en comparaison avec des lymphocytes T de souris NOD (Figure 
11A et C). L’analyse des surnageants par ELISA montre une sécrétion abondante d’IL-10 
chez les lymphocytes T CD4+ et T CD8+ de souris NOD-5B, contrairement aux 
lymphocytes T de souris NOD qui n’en produisent que très peu (Figure 11B et D). D’autre 
part, on observe une tendance à la hausse de la production d’IL-4 chez les lymphocytes T 
CD4+ et CD8+ des souris NOD-5B, qui semblent en produire même en l’absence de toute 
stimulation (Figure 11B et D). Nous avons aussi déterminé si les quantités élevées d’IL-10 
produites par les lymphocytes T CD4+ totaux de souris NOD-5B étaient sécrétées par les 
lymphocytes T CD4+CD25- et/ou par les Treg. Les résultats montrent que non seulement 
les Treg, mais aussi les lymphocytes T CD4+CD25- de souris NOD-5B semblent produire 
des quantités élevées d’IL-10 en comparaison à ceux des souris NOD (Figure 11E). En 
outre, la quantité d’IL-4 produite par les lymphocytes T CD4+CD25- de souris NOD-5B 
montre une tendance à la hausse comparativement aux lymphocytes T CD4+CD25- de 
souris NOD. Par contre, il n’y a pas de différence de production d’IL-4 entre les Treg les 
deux souches de souris (Figure 11E). L’ensemble de ces résultats montre donc que les 
lymphocytes T des souris NOD-5B semblent avoir une forte capacité de prolifération et 
acquièreraient un profil de type TH2 et TC2.
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Figure 11. Les lymphocytes T de souris NOD-5B produisent des cytokines 
immunorégulatrices. A et C) Les lymphocytes T CD4+ et CD8+ ont été purifiés de la 
rate des souris NOD et NOD-5B puis stimulés in vitro avec des anticorps anti-CD3 
(5|xg/ml) et anti-CD28 (2p.g/ml) pendant 72h. L’incorporation de [3H]-Thymidine au cours 
des 18 dernières heures a ensuite été quantifiée. B et D) Quantification d’IL-10 et d’IL-4 
dans les surnageants des cultures déterminées par ELISA. E) Les Treg et les lymphocytes T 
CD4+CD25- purifiés de la rate des souris NOD et NOD-5B ont été stimulés in vitro avec 
de l’anti-CD3 (5pg/ml) en présence d’IL-2 (20U/ml). Les surnageants ont ensuite été 
récupérés puis analysés par ELISA pour la présence d’IL-10 et d’IL-4. Les résultats 
représentent les moyennes ± écart-type de duplicatas (B, D, E) et de triplicatas (A et C), et 
sont représentatifs de trois expériences indépendantes.
4.7. Analyse de l’activité suppressive des lymphocytes T CD4+ des souris NOD-5B
Outre la présence importante de Treg dans la rate et les ganglions lymphatiques des souris 
NOD-5B, nous avons montré que les lymphocytes T CD4+CD25- sécrètent de grandes 
quantités de cytokines immunorégulatrices, en particulier l’IL-10, et sont capables de 
proliférer de façon plus importante que les lymphocytes T CD4+CD25- de souris NOD. 
Les lymphocytes Tri sont une sous-population de lymphocytes T CD4+ n’exprimant pas le 
CD25 ni le facteur de transcription Foxp3 spécifiques aux Treg, et spécialisés dans la
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sécrétion de grandes quantités d’IL-10. Ces lymphocytes sont connus pour leur fonction 
immunorégulatrice efficace dans le cas des maladies auto-immunes, et dans les contextes 
de transplantations d’organes (Pot, Apetoh et al. 2011). Afin de déterminer si les 
lymphocytes T CD4+CD25- de souris NOD-5B ont une fonction régulatrice de type Tri 
impliquée dans la suppression éventuelle de la prolifération de lymphocytes T 8.3-CD8+ 
diabétogènes, des essais de suppression in vitro ont été réalisés. Les Treg et les 
lymphocytes T CD4+CD25- purifiés à partir de la rate de souris NOD et NOD-5B, ont été 
stimulés ou non in vitro à l’aide d’anti-CD3 et d’IL-2, avant de tester leurs capacités à 
supprimer la prolifération et la production d’IFNy des lymphocytes T 8.3-CD8+ 
diabétogènes. L’IFNy est une cytokine pro-inflammatoire sécrétée par les lymphocytes T 
8.3-CD8+ diabétogènes et est représentative du potentiel effecteur de ces cellules (Amrani, 
Verdaguer et al. 1999). Les résultats montrent que dans un état non activé, les Treg de 
souris NOD-5B sont capables d’inhiber de façon significative la prolifération des 
lymphocytes T 8.3-CD8+, même à un ratio 1:1, tandis que les Treg non activés de souris 
NOD n’ont pas d’activité suppressive. Cependant, les lymphocytes T CD4+CD25- des 
souris NOD-5B n’ont pas d’activité suppressive lorsqu’ils sont dans un état naïf (Figure 
12A). Toutefois, après activation, ceux-ci inhibent de façon efficace la prolifération des 
lymphocytes T 8.3-CD8+ en comparaison aux lymphocytes T CD4+CD25- de souris NOD. 
Enfin, les Treg activés de souris NOD-5B ont une activité suppressive semblable aux Treg 
de souris NOD (Figure 12A). Parallèlement à la baisse de prolifération observée en 
présence des Treg naïfs de souris NOD-5B, la sécrétion d’IFNy par les lymphocytes T 8.3- 
CD8+ est significativement réduite (Figure 12B). De plus, même si la prolifération n’est 
pas affectée en présence des lymphocytes T CD4+CD25- de souris NOD-5B en l’absence 
d’activation préalable, la production d’IFNy dans les cultures était réduite de façon 
significative (Figure 12B). De façon intéressante, la production d’IFNy est beaucoup plus 
réduite lorsque les lymphocytes T CD4+CD25- de souris NOD-5B sont préalablement 
activés (Figure 12B). La sécrétion d’IFNy est aussi considérablement diminuée en présence 
des Treg de souris NOD-5B avec ou sans activation préalable (Figure 12B). L’ensemble de 
ces résultats montre une activité régulatrice intrinsèque importante des Treg, associée à une 
activité suppressive de type Tri des lymphocytes T CD4+CD25- chez les souris NOD-5B.
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Figure 12. Les lymphocytes T CD4+CD25- de souris NOD-5B acquièrent une activité 
suppressive. A) Les Treg et les lymphocytes T CD4+CD25- spléniques de souris NOD et 
NOD-5B activés ou non avec de l’anti-CD3 (5pg/ml) et de l’IL-2 (20U/ml) pendant 48h 
ont été mis en coculture avec des lymphocytes T 8.3-CD8+ diabétogènes pendant 72h, 
selon les ratios 1:1, 2:1 et 4:1 en présence d’APC de souris NOD puisées avec le peptide 
NRP-A7. La prolifération des lymphocytes T 8.3-CD8+ a été mesurée après incorporation 
de [3H]-Thymidine. Les résultats représentent les moyennes ± écart-type de triplicatas issus 
d’une expérience représentative de deux expériences indépendantes. B) Les surnageants des 
cocultures ont été récupérés après 48h puis analysés par ELISA pour la quantification 
d’IFNy. Les résultats sont représentatifs de deux expériences indépendantes (deux souris 
par groupe), et représentent les moyennes ± les écarts-types de duplicatas d’une expérience 
représentative.
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4.8. Rôle des splénocytes et des DC dans la protection contre le diabète
Puisque d’une part, les splénocytes de souris NOD-5B présentent un profil tolérogène 
incluant une importante proportion de Treg associée à un profil de cytokines de type TH2, 
et d’autre part les lymphocytes T CD4+ chez ces souris ont une activité suppressive 
efficace sur les lymphocytes T 8.3-CD8+ diabétogènes, nous avons déterminée si les 
splénocytes totaux de souris NOD-5B sont capables de transférer le diabète chez des souris 
receveuses immunodéficientes NOD.SCID. Les résultats montrent que toutes les souris 
NOD.SC7Z) ayant reçu les splénocytes de souris NOD-5B demeurent protégées contre le 
diabète (0/10). Cependant, les souris NOD.SCID ayant reçu des splénocytes contrôles issus 
de souris NOD diabétiques sont toutes devenues diabétiques (4/4) (Figure 13A). Afin de 
caractériser le rôle des DC dans les mécanismes de résistance au diabète, les DC spléniques 
de souris NOD-5B ou de souris NOD diabétiques ont été injectées à des souris NOD 
prédiabétiques âgées entre 8 et 10 semaines. Le suivi du diabète chez ces souris a révélé 
que toutes les souris ayant reçu des DC de souris NOD-5B sont résistantes au diabète (0/6), 
tandis que 80% (4/5) des souris injectées avec des DC provenant de souris diabétiques ont 
développé le maladie (Figure 13B). Pour déterminer l’importance des DC dans le maintien 
des propriétés tolérogènes des splénocytes totaux chez les souris NOD-5B, les cellules 
spléniques de souris NOD-5B ont été déplétées de DC, puis injectés par voie IV à des 
souris NOD.SCID. Les résultats montrent que les souris ayant reçu les splénocytes dépiétés 
de souris NOD-5B demeurent résistantes au transfert du diabète (0/13), tandis que 
l’injection des splénocytes dépiétés de DC des souris NOD contrôles transfert le diabète à 
une proportion de 90% (9/10) (Figure 13C). Ces résultats montrent d’une part que les 
splénocytes de souris NOD-5B ont perdu leur pouvoir diabétogène et ont acquis des 
propriétés tolérogènes, et d’autre part que les DC de souris NOD-5B sont capables de 
maintenir une résistance à long terme contre le diabète chez des souris NOD 
prédiabétiques.
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Figure 13. Les splénocytes et les DC de souris NOD-5B empêchent le développement 
du diabète. A) Les splénocytes totaux de souris NOD ou NOD-5B ont été injectés par voie 
IV chez des souris NOD.SCID (7x106 cellules/souris). L’incidence du diabète a été 
déterminée jusqu’à 18 semaines post-injection. B) Les DC spléniques de souris NOD 
(NOD splenic DCs) ou NOD-5B (NOD-5B splenic DCs) ont été purifiées puis injectées par 
voie IV à des souris NOD prédiabétiques (6xl06 DC/souris). L’incidence du diabète est 
suivie pendant 32 semaines post-injection. C) Les splénocytes de souris NOD (NOD dep- 
CDllc) ou NOD-5B (NOD-5B dep-CDllc) ont été dépiétés des cellules C D llc+  puis 
injectées par voie IV à des souris NOD .SCID (7x106 cellules/souris). Les souris receveuses 
ont été testées pour le diabète jusqu’à 15 semaines post-injection.
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5- Discussion
Chez la souris NOD, plusieurs évidences démontrant une signalisation défectueuse ou 
aberrante de STAT5b suggèrent que la correction de cette voie de signalisation, en 
particulier chez les APC, pourrait être un mécanisme clé d’induction de la tolérance 
immunitaire chez la souris NOD. La présente étude décrit un modèle transgénique original 
en vue d’étudier les mécanismes à la base du développement spontané de pathologies auto- 
immunes. Dans cette étude, le modèle est établi sur le fond génétique de souris la NOD, et 
permet de mettre en évidence le rôle tolérogène du facteur de transcription STAT5b 
spécifiquement au niveau des DC. Des études récentes utilisant des souris NOD 
transgéniques surexprimant le facteur de transcription STAT5b ont été décrites, dans les 
contextes du diabète de type 1 mais aussi de pathologies lymphoprolifératives (Jin, Purohit 
et al. 2012; Chen, Yi et al. 2013). Cependant, dans ces modèles qui y sont décrits, le 
transgène statSb provenant de la souris C57B/6 est placé sous le contrôle du promoteur du 
gène H-2Kt, induisant une surexpression ubiquitaire de la protéine STAT5b. De ce fait, 
l’analyse tissu-spécifique de la fonction de STAT5b paraît difficile et peu précise. En effet, 
dans ces modèles, STAT5b est surexprimé dans toutes les cellules de l’organisme de la 
souris NOD, y compris toutes les cellules du système immunitaire. En conséquence, 
l’identification in vivo des cellules immunitaires clés responsables des mécanismes 
d’induction de la tolérance immune chez la souris NOD est biaisée. Dans notre étude, la 
forme active de STAT5b, STAT5bl*6, a été surexprimée spécifiquement au niveau des 
cellules CD1 lc+, et permet une phosphorylation constitutive de ce facteur de transcription. 
De plus, puisque la molécule C D llc, chaîne a  d’intégrine (32, est exprimée tard dans le 
développement des DC, la surexpression de STAT5bl*6 intervient après la différentiation 
des différentes sous-populations de DC (Caton, Smith-Raska et al. 2007). Ce modèle 
permet alors d’étudier précisément in vivo les impacts cellulaires et moléculaires de 
l’activité de STAT5b au niveau des DC déjà différentiées chez la souris NOD, et son 
implication dans les mécanismes de tolérance immunitaire.
Nous avons montré que la surexpression de la forme constitutivement active de 
STAT5b spécifiquement dans les DCs a un impacte majeur sur le développement du
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diabète chez la souris NOD. Effet, l’incidence du diabète observée chez les souris 
transgéniques NOD-5B révèle une protection totale et à très long terme contre le diabète 
(jusqu’à 60 semaines d’âge). La fréquence de protections contre le diabète (100% des 
souris NOD-5B) se révèle plus significative et percutante que celle obtenue dans le cas 
d’une surexpression ubiquitaire de la forme active de STAT5b chez la souris NOD (Jin, 
Purohit et al. 2012). En effet, dans cette dernière étude, les souris transgéniques 
surexprimant STAT5b sont protégées à une fréquence de 85% dans un modèle de diabète 
spontané, tandis que chez les souris contrôles, environ 56% sont protégées à 34 semaines 
d’âge. Les souris contrôles sont issues des mêmes portées que les souris surexprimant 
STAT5b, et sont non transgéniques. D’autre part, lorsque la maladie est induite à l’aide de 
Cyclophosphamide (CY), la fréquence de protection chute à 70.8% dès 27 semaines d’âge. 
Chez les souris contrôles non transgéniques, 43.3% sont protégées à 33 semaines. Dans 
l’étude de Jin, Purohit et al., le modèle animal utilisé est généré à partir de croisements 
entre des souris C57B/6 surexprimant STAT5b et des souris NOD wild-type. Les 
descendants de ces croisements sont à nouveau croisés avec des souris NOD (backcross) 
jusqu’à la 7ème génération (génération BC7). De ce fait, la fréquence élevée de souris 
contrôles non transgéniques protégées contre le diabète peut s’expliquer par la présence de 
gènes de résistance au diabète à la 7ème génération, issus du génome des souris C57B/6. Le 
fond génétique de la C57B/6 n’est donc pas complètement éliminé, et confère une 
résistance au diabète plus élevée chez les souris BC7 en comparaison avec des souris NOD. 
Ce modèle transgénique de souris NOD n’est donc pas parfaitement adéquat pour l’étude 
précise du rôle de STAT5b dans la protection contre le diabète.
La résistance au diabète chez les souris NOD-5B est associée à une préservation de 
l’infiltration des cellules {3 du pancréas par les cellules inflammatoires. Une étude réalisée 
par Feili-Hariri, Falkner et al. a montré que des BMDC générée en présence de GM-CSF et 
d’IL-4 (GM4 DCs) sont capables de protéger des souris NOD prédiabétiques contre le 
diabète (Feili-Hariri, Falkner et al. 2002). Cette protection contre le diabète est notamment 
accompagnée d’une réduction significative de l’insulite. En outre, les chimiokines 
produites par les DC jouent un rôle important dans le contrôle de la migration des 
lymphocytes T, en particulier chez la souris NOD (Morel, Srinivas et al. 2011). Afin 
d’étudier le rôle des chimiokines sécrétées par les DC dans le recrutement des lymphocytes
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T BDC2.5- CD4+ diabétogènes in vivo, Morel, Srinivas et collaborateurs ont généré des 
GM4 DCs à partir de cellules de la moelle osseuse mise en culture en présence de GM-CSF 
(1 ng/ml) et d’IL-4 (1 ng/ml), qui ont ensuite été injectées chez des souris receveuses 
NOD SCID  par voie sous-cutanée (Morel, Srinivas et al. 2011). Le jour suivant, des 
lymphocytes T BDC2.5-CD4+ préactivés in vitro ont été injectés par voie intrapéritonéale à 
ces mêmes souris. Deux jours plus tard, l’étude de la migration des lymphocytes T 
BDC2.5-CD4+ révèle que les GM4 DCs attirent spécifiquement les lymphocytes TH1 au 
niveau des ganglions voisins du site d’injection des DC. En conséquence, les lymphocytes 
TH1 diabétogènes sont retenus dans les ganglions, et leur migration vers le pancréas est 
alors altérée. Une étude approfondie des chimiokines sécrétées par les GM4 DCs révèle 
d’ailleurs une production importante et constitutive de la chimiokine CCL5, responsable du 
recrutement préférentiel des lymphocytes TH1. Ainsi, il serait intéressant d’étudier en 
détail la production de chimiokines chez les DC de souris NOD-5B, telle que CCL5, et leur 
implication dans la préservation des îlots de Langerhans de l’infiltration de cellules pro­
inflammatoires.
L’analyse de l’impact de STAT5b sur le phénotype et la fonction des DC a révélé que 
les DC acquièrent un phénotype mature, caractérisé par l’expression de niveaux élevés des 
molécules de costimulation CD80 et CD86. D’ailleurs, une étude récente a utilisé un 
modèle tissu-spécifique de délétion des gènes stat5 dans les DCs grâce à l’utilisation du 
système de Cre-recombinase sur fond génétique de souris BALB/c (Bell, Kitajima et al. 
2013). De façon intéressante, dans cette étude, l’analyse phénotypique effectuée sur des 
BMDC générées à partir de la moelle osseuse de ces souris, puis stimulées avec de la 
TSLP, a démontré une régulation à la baisse de l’expression des molécules de costimulation 
en l’absence de STAT5. Ces données confirment que l’activation de STAT5 est importante 
pour la maturation des DC, tel que nous l’avons démontré chez les DCs surexprimant la 
forme active STAT5bl*6 chez les souris NOD-5B. L’étude de Bell, Kitajima et 
collaborateurs montre aussi que les changements phénotypiques observés chez les DC 
déficientes en STAT5 affectent particulièrement un seul type de DC, les BMDC de type 
CDllc+CDllb+B220-. Ces dernières représentent in vivo le sous-type de DC spléniques 
dit cDC (DC conventionnelles). Il serait donc intéressant d’isoler chaque sous-population 
de DC des souris NOD-5B, et d’analyser séparément leurs caractéristiques phénotypiques
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et fonctionnelles, afin de déterminer leur importance dans l’induction de la tolérance 
immunitaire chez les souris NOD-5B. Enfin, l’importante maturation des DC de souris 
NOD-5B est en contradiction avec l’étude réalisée par Gaudreau, Guindi et al. décrivant les 
caractéristiques des DC tolérogènes, à savoir un état immature ou semi-mature (Gaudreau, 
Guindi et al. 2010). Toutefois, cette différence peut être expliquée par l’effet du GM-CSF 
sur des cellules immunitaires autres que les DC, en particulier les macrophages et les 
lymphocytes T. En effet, chez les souris traitées au GM-CSF, des lymphocytes T 
régulateurs de type CD4+CD25-PD-1+ pourraient agir directement sur les DC afin 
d’induire un phénotype tolérogène (Gaudreau et al., données non publiées). Cependant, le 
phénotype observé chez les DC dans notre étude est la conséquence directe de F activation 
de STAT5b, et non de facteurs exogènes tel que le GM-CSF.
L’analyse de la production de cytokines par les DC de souris NOD-5B a montré que 
la production d’IL-10 par les DC splénique était réduite. Les autres études décrivant la 
génération de DC tolérogènes avec deux principales molécules activatrices de la voie JAK- 
STAT5b, à savoir la TSLP et le GM-CSF montrent cependant une sécrétion importante 
d’IL-10 par les DC tolérogènes (Gaudreau, Guindi et al. 2007; Besin, Gaudreau et al. 
2008). Toutefois, dans les conditions physiologiques, les DC ne sont pas l’unique source 
d’IL-10. La faible production d’IL-10 semble être largement compensée par la forte 
sécrétion d’IL-10 par les lymphocytes T CD4+ chez les souris NOD-5B. De plus, la 
sécrétion d’une quantité plus importante de TGF(3 associée à une réduction de la production 
d’IL-12p70 par les DC de souris NOD-5B évoque des caractéristiques des DC tolérogènes. 
Notre modèle d’étude met donc en lumière une population distincte de DC tolérogènes chez 
la souris NOD, caractérisées par un phénotype mature et sécrétant peu d’IL-10. Toutefois, 
les cytokines sécrétées par les DC ne sont pas seules responsables de l’établissement d’une 
réponse immunitaire tolérogène. En effet, certaines molécules de surfaces exprimées par les 
DC et les lymphocytes T jouent un rôle crucial dans la régulation de la fonction des 
lymphocytes T effecteurs (Fife and Bluestone 2008). Ces molécules incluent celles de la 
famille B7 chez les DC: PD-L1 (B7-H1) et PD-L2 (B7 DC). Lorsque ces molécules 
interagissent avec leur ligand PD-1 exprimé par les lymphocytes T, ceux-ci deviennent 
anergiques. De plus, l’interaction de CTLA-4, qui est une molécule de la famille CD28, 
avec ses ligands CD80 ou CD86, induit un phénomène de tolérance chez les lymphocytes
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T. De ce fait, les interactions cellulaires impliquant les voies B7-CD28 sont, en plus des 
cytokines, des mécanismes potentiels importants d’établissement de la tolérance 
immunitaire.
Par ailleurs, nos résultats ont montré la capacité d’induction d’une réponse TH2 in 
vitro et in vivo des DC surexprimant STAT5bl*6, comme en témoignent les sécrétions 
importantes d’IL-10 et d’IL-4 par les lymphocytes T BDC2.5-CD4+ diabétogènes mis en 
coculture en présence des DC de souris NOD-5B. Chez la souris NOD, les populations de 
lymphocytes T CD4+ présentent un profil de cytokines majoritaire de type TH1 qui induit 
la sécrétion de quantités importantes d’IFNy en comparaison à la souris C57B/6 résistante 
au diabète. Ces lymphocytes TH1, en association avec les lymphocytes T CD8+ 
cytotoxiques, sont responsables de la destruction auto-immune des cellules (3 des îlots de 
Langerhans (Wang, Gonzalez et al. 1996; Koarada, Wu et al. 2001). En outre, il a été 
démontré que la résistance au diabète chez la souris NOD peut être obtenue par une 
déviation immune vers un profil de cytokines non-inflammatoire de type TH2, ce qui est en 
accord avec nos résultats (Feili-Hariri, Falkner et al. 2002). D’autre part, dans de nombreux 
modèles d’étude de réactions allergiques et d’hypersensibilité, la sécrétion importante de 
TSLP est associée avec des réponses immunitaires de type TH2 chez la souris (Bell, 
Kitajima et al. 2013). Dans cette étude en particulier, il a été montré que la TSLP 
conditionne spécifiquement les DC dans l’induction d’une réponse TH2. De plus, cette 
réponse TH2 est significativement réduite en présence de DC déficientes en STAT5. 
Puisque la TSLP induit directement la voie Jak-STAT5b, ces résultats sont concordants 
avec le phénotype TH2 observé en présence des DC de souris NOD-5B, soulignent donc le 
rôle crucial de STAT5 dans l’induction d’une réponse immune de type TH2 par les DC. De 
plus, les résultats de l’étude de Bell, Kitajima et collaborateurs sont aussi en corrélation 
avec nos résultats antérieurs montrant que les DCs de souris NOD conditionnées avec la 
TSLP induisent aussi une réponse immunitaire de type TH2, et sont capables de protéger 
les souris NOD contre le diabète (Besin, Gaudreau et al. 2008).
L’une des fonctions tolérogènes observée chez les DC conditionnées à la TSLP est 
la promotion des Treg, qui se fait en présence de TGF|3 via les voies de costimulation B7- 
CD28 et B7-CTLA-4 (Besin, Gaudreau et al. 2008). Cette promotion des Treg se manifeste
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notamment par la conversion de lymphocytes T CD4+Foxp3- naïfs en CD4+Foxp3+, au 
moins in vitro. Cette capacité d’induction de la différenciation des Treg par les DC 
stimulées à la TSLP a été également observée avec les DC de souris NOD-5B. Ainsi, 
lorsque des lymphocytes T BDC2.5-CD4+Foxp3-GFP- ont été mis en coculture avec des 
DC spléniques non stimulées de souris NOD-5B, le pourcentage des populations Foxp3+ 
nouvellement induites était plus élevé qu’en présence des DC de souris NOD contrôles. 
D’ailleurs, ces résultats sont en accord avec une autre étude décrivant des conditions de co- 
cultures peptide-spécifïques similaires, induisant une conversion efficace de nouveaux Treg 
in vitro (Tumer, Kane et al. 2009). En effet, l’étude de Tumer, Kane et collaborateurs décrit 
la conversion de lymphocytes T BDC2.5-CD4+ naïfs en lymphocytes T BDC2.5- 
CD4+Foxp3+, obtenue en présence de BMDC de souris NOD puisées avec de faibles doses 
de deux peptides BDC2.5 de faible affinité et de haute affinité, respectivement KV11 et 
AV10.
Les propriétés tolérogènes des DC de souris NOD-5B, notamment la conversion de 
nouveaux Treg in vitro, a suggéré la présence d’une grande proportion de lymphocytes T 
CD4+Foxp3+ in vivo chez ces souris. Dans un premier temps, la détermination de la 
cellularité des organes lymphoïdes secondaires des souris NOD-5B a révélé un nombre 
cellulaire plus important de Treg associé à une prolifération importante des lymphocytes T 
CD4+. D’ailleurs, les populations de lymphocytes T CD4+CD25+Foxp3+ et CD4+CD25- 
Foxp3+ sont augmentées en proportions et en nombres dans la rate, les PLN et les MNL. 
Ces observations sont en concordance avec ceux observés chez les souris transgéniques 
surexprimant de façon ubiquitaire STAT5b, chez qui une augmentation de la population de 
Treg a été observée (Jin, Purohit et al. 2012). Cependant, notre étude démontre 
l’importance de STAT5b spécifiquement chez les DC dans l’induction des Treg in vivo, 
alors que dans le modèle décrit par Jin, Purohit et al., la surexpression ubiquitaire de 
STAT5b favorise l’expansion des Treg via la voie IL-2Ra-Jak-STAT5b. L’augmentation 
de la population de Treg dans ce modèle n’est donc pas uniquement attribuée aux DC, mais 
aussi aux lymphocytes T. D’autre part, les lymphocytes T CD4+CD25-Foxp3+ observés 
chez les souris NOD-5B peuvent être considérés comme des précurseurs de Treg, qui 
acquièrent in vivo l’expression de CD25 pour former des Treg induits (iTreg) en périphérie 
(Zelenay, Lopes-Carvalho et al. 2005; Gaudreau, Guindi et al. 2007).
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Chez les souris NOD-5B, l’absence de développement du diabète ainsi que la 
préservation anatomique des îlots de Langerhans est accompagnée d’une réduction 
significative de la proportion des lymphocytes T CD8+, au niveau de la rate, des PLN et 
des MLN. Ce phénomène est en contradiction avec celui observé chez les souris NOD qui 
surexpriment STAT5b, et chez lesquelles le nombre de lymphocytes T CD8+ est fortement 
augmenté (Jin, Purohit et al. 2012). Cette forte augmentation de la population de 
lymphocytes T CD8+ peut cependant être expliquée par le fait que le facteur de 
transcription STAT5b est surexprimé de façon ubiquitaire, et induit une expansion chez les 
lymphocytes T en amplifiant le signal de 1’IL-2/IL-2R. Afin de déterminer la cause de la 
réduction de la proportion de lymphocytes T CD8+ chez la souris NOD-5B, l’activité 
suppressive des Treg et des lymphocytes T CD4+CD25- des souris NOD-5B ont été 
analysés. Les résultats ont montré une suppression efficace peptide-spécifique de la 
prolifération et de la production d’IFNy des lymphocytes T 8.3-CD8+ diabétogènes. 
D’ailleurs, ces résultats sont similaires à ceux observés dans le cas de DC tolérogènes 
traitées au GM-CSF, qui augmentent l’activité suppressive des Treg sur la prolifération des 
lymphocytes T 8.3-CD8+ diabétogènes (Gaudreau, Guindi et al. 2007). De plus, cette 
activité suppressive chez les Treg observée in vitro ne nécessite pas une activation 
préalable, comme en témoignent la réduction de la sécrétion d ’IFNy observée en présence 
de lymphocytes T CD4+CD25+. D’autre part, l’analyse de l’activité suppressive des 
lymphocytes T CD4+CD25- non activés des souris NOD-5B ne montre pas de différence 
avec les lymphocytes T contrôles des souris NOD. Toutefois, lorsque les lymphocytes T 
CD4+CD25- de souris NOD-5B sont activés, ceux-ci exercent une activité suppressive 
efficace sur la prolifération et la sécrétion d’IFNy des lymphocytes T 8.3-CD8+ 
diabétogènes. Cette propriété régulatrice des lymphocytes T CD4+CD25- n’est d’ailleurs 
pas retrouvée dans l’étude de Gaudreau, Guindi et al., ce qui souligne l’importance 
fonctionnelle de ces lymphocytes chez les souris NOD-5B dans les mécanismes d’induction 
de la tolérance immune (Gaudreau, Guindi et al. 2007).
Afin de confirmer ces données obtenues m vitro, il serait intéressant d’analyser 
l’activité suppressive des lymphocytes T CD4+CD25- et des Treg de souris NOD-5B in 
vivo. En effet, une étude récente a rapporté le rôle crucial de STAT5 dans la fonction 
suppressive des lymphocytes T CD4+CD25+ et CD4+CD25- dans le contrôle de
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l’inflammation, dans un modèle animal de colite ulcéreuse (Lin, Li et al. 2012). Ainsi, chez 
les souris NOD-5B les fonctions régulatrices des lymphocytes T CD4+CD25+ et 
CD4+CD25- font partie des mécanismes d’induction de la tolérance immunitaire à long 
terme, assurant le contrôle de la prolifération et de l’activité effectrice des lymphocytes T 
autoréactifs ayant pour cibles les îlots de Langerhans.
Puisque les lymphocytes T des souris NOD-5B se caractérisent par un profil de 
cytokine de type TH2 et TC2, et que les Treg constituent une grande partie du pool de 
lymphocytes T CD4+, nous avons investigué le rôle des DC dans le maintien des propriétés 
régulatrices des splénocytes. En effet, en utilisant le modèle de transfert adoptif du diabète 
NOD.SCID, notre laboratoire a montré que la présence de DC tolérogènes était 
indispensable au maintien de la résistance à la maladie (Gaudreau, Guindi et al. 2007). Ces 
DC sont essentielles notamment au maintien de l’activité régulatrice des Treg en périphérie 
(Gaudreau, Guindi et al. 2007). Afin de déterminer la nécessité de la présence continuelle 
des DC dans l’environnement splénique pour induire une protection à long terme contre le 
diabète, des expériences de transferts adoptifs de splénocytes ont été effectuées. Dans un 
premier temps, nous avons montré que les splénocytes totaux de souris NOD-5B ne 
transfèrent pas le diabète. Toutefois, même si les DC ont été éliminées, les splénocytes de 
souris NOD-5B assuraient une résistance au diabète chez les souris receveuses. Ces 
résultats suggèrent que les DC n’étaient pas indispensables dans le contrôle continu de 
l’homéostasie des Treg. Ces résultats suggèrent donc une capacité régulatrice intrinsèque 
acquise par les Treg chez les souris NOD-5B. Afin de valider cette hypothèse, il serait 
nécessaire de caractériser le phénotype des Treg au niveau des centres de développements 
primaires tels que le thymus, et d’analyser avec précision leurs interactions avec les DC 
surexprimant STAT5bl*6, notamment les différentes étapes de sélection positive et 
négative. D’autre part, une analyse de la cellularité chez les souris receveuses est nécessaire 
afin de déterminer si la proportion et la fonction des Treg sont maintenues ou non en 
l’absence des DC de souris NOD-5B.
Les DC traitées à la TSLP sont connues pour induire une tolérance immunitaire et 
une protection contre le diabète chez des souris NOD prédiabétiques (Besin, Gaudreau et 
al. 2008). En effet, notre laboratoire a montré qu’une seule injection de DC conditionnées à
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TSLP était suffisante pour induire une résistance au diabète. Puisque les DC de souris 
NOD-5B possèdent une fonction tolérogène in vitro, nous avons investigué leur fonction 
protectrice in vivo. Les résultats ont montré qu’une seule injection de DC spléniques de 
souris NOD-5B était efficace et suffisante pour empêcher le développement du diabète à 
long terme chez les souris NOD receveuses, tandis que les DC spléniques de souris NOD 
n’ont pas induit de protection contre la maladie. De plus, contrairement aux DC stimulées à 
la TSLP, les DC de souris NOD-5B ne nécessitent pas de stimulation préalable pour induire 
une résistance au diabète chez les souris NOD prédiabétiques (Besin, Gaudreau et al. 2008). 
Toutefois, des études phénotypiques et fonctionnelles complémentaires des cellules 
immunitaires des organes lymphoïdes secondaires des souris NOD receveuses sont 
nécessaires afin de déterminer si les populations et les fonctions des Treg, et des 
lymphocytes T CD4+ de type TH2 sont impliquées dans l’établissement de la tolérance 
immune.
Enfin, les mécanismes moléculaires de signalisation de STAT5bl*6 doivent être 
élucidés chez les DC spléniques de souris NOD-5B. Parmi les hypothèses possibles, celle 
de la tétramérisation de STAT5 doit être investiguée. En effet, la formation de dimères de 
protéines STAT5 est essentielle à leur liaison à l’ADN et l’activation de la transcription des 
gènes cibles. Toutefois, les protéines STAT peuvent oligomériser pour former des 
tétramères via leur domaine N-terminal. Cette tétramérisation permet notamment une 
liaison à l’ADN et une transcription plus efficace au niveau des promoteurs possédant une 
ou plusieurs séquences de liaison GAS disposées en tandem (Lin, Li et al. 2012). En outre, 
l’étude de Lin, Li et al. a révélé le rôle critique des tétramères de STAT5 dans les fonctions 
cellulaires immunes normales, allant de la réponse antivirale à l’activité suppressive des 
Treg dans un contexte inflammatoire de colite in vivo. La présence de formes dimériques et 
tétramériques de STAT5 devrait donc être analysée chez les DC des souris NOD et NOD- 




Plusieurs évidences dans la littérature ont défini un défaut moléculaire clé dans la 
voie Jak-STAT5b chez la souris NOD. Cette voie de signalisation, cruciale dans les 
mécanismes de tolérance immunitaire aussi bien chez la souris que chez l’être humain, 
pourrait constituer un moyen de rétablissement de la tolérance et de protection contre le 
diabète de type 1. Cependant, chez les DC, qui sont les cellules centrales d’induction et de 
régulation de la réponse immunitaire adaptative, le rôle de STAT5b reste très peu défini.
Grâce à la génération d’un modèle original de souris transgéniques établi sur fond 
génétique NOD, qui est caractérisé par la surexpression constitutive et tissu-spécifique de 
STAT5b au sein des DC, notre étude a confirmé de façon précise que la correction de 
l’activation de STAT5b rétablit le potentiel tolérogène des DC chez la souris NOD. Toutes 
les souris transgéniques sont protégées contre le diabète, et se caractérisent par la 
conservation anatomique des îlots de Langerhans à l’origine de la sécrétion d’insuline et du 
maintien de la glycémie. Cette résistance au diabète à long terme est associée avec le 
phénotype et la fonction tolérogènes des DC. En effet, les analyses phénotypiques et 
fonctionnelles effectuées chez les DC surexprimant la forme active de façon constitutive de 
STAT5b ont montré : 1) un phénotype mature tolérogène des DC, 2) une faculté d’induire 
la conversion et l’expansion des Treg, 3) l’expansion de deux populations cellulaires 
régulatrices de type TH2 et Tri. En outre, les lymphocytes T CD8+ des souris 
transgéniques sécrètent des cytokines régulatrices de type TC2. Ces populations 
régulatrices de lymphocytes T présentes dans les organes lymphoïdes secondaires des 
souris transgéniques participent notamment à l’inhibition de l’activité effectrice des 
lymphocytes T diabétogènes, aboutissant à terme à la préservation de l’intégrité des îlots de 
Langerhans. Ces phénomènes suggèrent donc un rôle direct des DC qui surexpriment 
STAT5b dans la déviation immune d’un profil TH1 vers un profil TH2 d’une part, et dans 
la conversion, l’expansion et le maintien de l’homéostasie des Treg in vivo d’autre part. 
Notre étude apporte donc une évidence claire que la correction du défaut de la voie de 
signalisation Jak-STAT5b au sein des DC chez la souris NOD induit une protection à long 
terme contre le diabète. Enfin, cette voie de signalisation peut constituer une cible
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thérapeutique éventuelle non seulement dans le contexte du diabète de type 1 mais 
également dans d’autres maladies auto-immunes.
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